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Resumen	   	  
La	  toxoplasmosis	  es	   la	  enfermedad	  parasitaria	  causada	  por	  Toxoplasma	  gondii,	  un	  protozoario	  de	  vida	  intracelular	  obligado	  que,	  en	  animales	  de	  sangre	  caliente	  como	  hospederos	  intermediarios,	  se	  encuentra	   en	   forma	   de	   quistes	   tisulares,	   con	   manifestaciones	   clínicas	   oculares	   y	   en	   sistema	  nervioso	  en	  personas	  inmunosuprimidas	  y	  en	  recién	  nacidos	  que	  la	  adquieren	  de	  forma	  congénita.	  El	  estudio	  buscó	  determinar	  la	  prevalencia	  de	  Toxoplasma	  gondii	  en	  la	  carne	  procesada	  en	  plantas	  de	   beneficio	   animal	   con	   destino	   a	   todo	   el	   país,	   usando	   la	   Prueba	   de	   Reacción	   en	   Cadena	   de	   la	  Polimerasa	  (PCR).	  Se	  realizó	  un	  estudio	  descriptivo	  de	  corte	  transversal.	  En	  muestras	  de	  carne	  se	  utilizó	  la	  prueba	  de	  PCR	  para	  detectar	  el	  gen	  B1,	  adicionalmente	  se	  secuenciaron	  algunas	  muestras	  positivas.	   También	   se	   realizó	   la	   trazabilidad	   de	   la	   procedencia	   de	   los	   animales.	   Se	   encontró	   una	  prevalencia	  de	   infección	  de	  T.	   gondii	   en	   la	   carne	  de	  43,9%,	   en	  bovinos	  de	  36,7%,	   en	  porcinos	  de	  40%	  y	  en	  aves	  de	  55%.	  Se	  confirmó	  la	  presencia	  del	  gen	  B1	  en	  las	  secuencias	  amplificadas,	  lo	  que	  sugiere	   que	   la	   carne	   es	   una	   importante	   fuente	   de	   infección	   a	   considerar	   en	   los	   humanos	   si	   se	  consume	  poco	  cocinada	  o	  cruda.	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Abstract	  	  
Toxoplasmosis	   is	   the	   parasitical	   disease	   caused	   by	  Toxoplasma	   gondii,	   a	   protozoan	   of	   compelled	  intracellular	   life	  that,	   in	  warm	  blood	  animals	  as	   intermediary	  host,	   it	   is	   found	  as	  tisular	  cyst,	  with	  clinical	  ocular	  manifestations	  and	  in	  nervous	  system	  of	  immune	  suppressed	  people	  and	  in	  newborn	  that	  acquire	  it	  by	  congenital	  way.	  The	  research	  consist	  in	  determine	  Toxoplasma	  gondii	  prevalence	  in	   processed	  meat	   on	   animal	   profit	   plants	   destined	   to	   the	   whole	   country,	   using	   the	   polymerase	  chain	  reaction	  test	  (PCR).	  It	  was	  made	  a	  transverse	  section	  descriptive	  research.	  PCR	  was	  used	  in	  meat	   samples	   for	   gene	   B1	   detection,	   some	   positive	   samples	   were	   arranged	   in	   sequence	  additionally.	  Animals	  origin	  traceable	  research	  was	  also	  did.	  It	  was	  found	  a	  prevalence	  of	  T.	  gondii	  infection	  in	  meat	  of	  43,9%,	  in	  bovines	  of	  36,7%,	  in	  hog	  of	  40%	  and	  in	  poultry	  of	  55%.	  Presence	  of	  gene	  B1	  was	  confirmed	  on	  amplified	  sequences	  which	  suggest	   that	  meat	   is	  an	   infection	  source	   in	  human	  beings	  to	  consider	  if	  it´s	  consumed	  undercooked	  or	  raw.	  	  	  Keywords	   (MeSH):	   Toxoplasma	   gondii,	   Meet,	   DNA,	   Polymerase	   Chain	   Reaction	   (PCR),	   Base	  sequence,	  Prevalence.	  	   	  
P á g i n a 	  |	  VII	  
	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
Tabla	  de	  Contenido	  
	  Resumen	  ……………………………………………………………………………………………………………………………..	   V	  Abstract	  ………………………………………………………………………………………………………………………………	   VI	  Tabla	  de	  Contenido	  ………………………………………………………………………………………………………………	   VII	  Lista	  de	  Figuras	  ……………………………………………………………………………………………………………………	   IX	  Lista	  de	  Tablas	  ……………………………………………………………………………………………………………………..	   X	  Lista	  de	  Fotos	  ………………………………………………………………………………………………………………………	   XI	  Introducción	  ……………………………………………………………………………………………………………………….	   1	  1.	   Marco	  Teórico	  ………………………………………………………………………………………………………..	   5	  1.1	   Toxoplasma	  gondii	  …………………………………………………………………………………………………	   5	  1.1.1	   Taxonomía	  ……………………………………………………………………………………………………………..	   5	  1.1.2	   Características	  biológicas	  ………………………………………………………………………………………..	   6	  1.1.3	   Patogénesis	  ……………………………………………………………………………………………………………	   10	  1.1.4	   Epidemiología	  ………………………………………………………………………………………………………...	   16	  1.1.5	   Toxoplasmosis	  humana	  …………………………………………………………………………………………..	   22	  1.1.6	   Toxoplasmosis	  animal	  –	  Coccidiosis	  toxoplásmica	  ……………………………………………………	   24	  1.1.7	   Diagnóstico	  …………………………………………………………………………………………………………….	   25	  1.1.8	   Control	  …………………………………………………………………………………………………………………...	   28	  1.1.9	   Prevención	  ……………………………………………………………………………………………………………	   29	  1.2	   Implicaciones	  en	  salud	  pública	  del	  consumo	  de	  carne	  contaminada	  por	  Toxoplasma	  gondii	  …………………………………………………………………………………………………………………….	   	  30	  1.3	   Características	  de	  las	  plantas	  de	  beneficio	  animal	  …………………………………………………….	   34	  1.4	   Estudios	  transversales	  ……………………………………………………………………………………………	   38	  2.	   Metodología	  ……………………………………………………………………………………………………………	   41	  2.1	   Diseño	  operacional	  …………………………………………………………………………………………………	   42	  2.1.1	   Características	  ………………………………………………………………………………………………………..	   42	  2.1.2	   Localización	  geográfica	  …………………………………………………………………………………………..	   43	  2.1.3	   Muestra	  ………………………………………………………………………………………………………………….	   43	  2.2	   Sistematización	  de	  	  la	  información	  ………………………………………………………………………….	   43	  2.3	   Procesos	  de	  laboratorio	  o	  tecnológicos	  ……………………………………………………………………	   44	  2.3.1	   Toma	  de	  muestra	  ……………………………………………………………………………………………………	   44	  
P á g i n a 	  |	  VIII	  
	  2.3.2	   Procesamiento	  de	  muestras	  ……………………………………………………………………………………	   44	  
• 	   Extracción	  de	  ADN	  ………………………………………………………………………………………………….	   44	  
• 	   PCR	  ………………………………………………………………………………………………………………………..	   48	  
• 	   Secuenciación	  de	  ADN	  …………………………………………………………………………………………….	   51	  2.3.3	   Procesamiento	  de	  la	  información	  …………………………………………………………………………….	   51	  3.	   Resultados	  y	  Discusión	  ……………………………………………………………………………………………	   53	  3.1	   Análisis	  de	  datos	  ……………………………………………………………………………………………………..	   54	  3.1.1	   Prevalencia	  de	  punto	  de	  Toxoplasma	  gondii	  en	  carne	  ………………………………………………	   54	  3.1.2	   Animales	  muestreados	  ……………………………………………………………………………………………	   56	  3.1.3	   Análisis	  de	  secuencias	  de	  los	  productos	  de	  amplificación	  del	  gen	  B1	  de	  Toxoplasma	  gondii	  	  en	  carne	  de	  consumo	  humano	  ……………………………………………………………………...	   	  58	  4.	   Conclusiones	  …………………………………………………………………………………………………………..	   63	  5.	  	   Recomendaciones	  …………………………………………………………………………………………………...	   67	  Bibliografía	  ………………………………………………………………………………………………………………………….	   71	  Anexo	  1.	  Base	  de	  datos	  toma	  de	  muestras,	  animales	  muestreados	  y	  resultados	  de	  PCR	  y	  secuenciación.	  ……………………………………………………………………………………………………………………...	   	  77	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
P á g i n a 	  |	  IX	  
	  
	  
Lista	  de	  Figuras	  
Figura	  1-­‐1:	  Estructura	  de	  Toxoplasma	  gondii	  ………………………………………………………………………..	   6	  
Figura	  1-­‐2:	  Estadios	  biológicos	  de	  Toxoplasma	  gondii	  …………………………………………………………..	   	   7	  
Figura	  1-­‐3:	  Ciclo	  de	  Vida	  de	  Toxoplasma	  	  gondii	  ……………………………………………………………………	   8	  
Figura	  1-­‐	  4:	  Endodiogenia	  de	  Toxoplasma	  gondii	  	  …………………………………………………………………	   13	  
Figura	  1-­‐5:	  Invasión	  celular	  por	  Toxoplasma	  gondii.	  ……………………………………………………………..	   14	  
Figura	  1-­‐6:	  Ciclo	  de	  vida	  de	  Toxoplasma	  gondii	  …………………………………………………………………….	   15	  
Figura	  1-­‐7:	  Fuentes	  de	  infección	  de	  T.	  gondii	  en	  los	  seres	  humanos	  ………………………………………	   17	  
Figura	  1-­‐8.	  Interpretación	  de	  serología	  de	  T.	  gondii,	  en	  mujeres	  embarazadas.	  ……………………...	   26	  
Figura	  3-­‐9:	   Secuencias	  de	  nucleótidos	  obtenidas	  por	  amplificación	  por	  PCR	  de	   la	   secuencia	  B1	  ……………………………………………………………………………………………………………………………………….	   60	  
Figura	  3-­‐10:	  Árbol	  consenso	  de	  secuencias	  de	  las	  muestras	  de	  ADN.	  Relación	  de	  taxones	  ……	   	  60	  
	  	  	  	  	  	  
P á g i n a 	  |	  X	  
	  	  
Lista	  de	  Tablas	  
Tabla	  1-­‐1:	  Clasificación	  taxonómica	  de	  Toxoplasma	  gondii	  …………………………………………………	   3	  
Tabla	  1-­‐2:	  Resumen	  de	  Informes	  del	  evento	  Anomalías	  Congénitas	  con	  reporte	  de	  toma	  de	  muestra	  de	  IgM	  para	  Toxoplasma……………………………………………………………………………………….	   20	  
Tabla	  1-­‐3:	  Estimaciones	  sobre	  nacimientos	  	  anuales	  con	  toxoplasmosis	  congénita	  ……………...	   21	  
Tabla	  2-­‐4:	  Nombres	  y	  secuencias	  de	  cebadores	  (Primers)	  usados	  en	  la	  PCR	  ………………………..	   50	  
Tabla	  3-­‐5:	  Prevalencia	  de	  punto	  de	  cada	  especie	  en	  el	  total	  de	  	  muestras	  y	  prevalencia	  total	  .	   54	  
Tabla	  3-­‐6:	  Comparativo	  de	  resultados	  positivos	  de	  T.	  gondii	  en	  carne	  en	  estudios	  en	  el	  país	  ..	   56	  
Tabla	  3-­‐7:	  Prevalencias	  de	  punto	  por	  departamento	  o	  región	  y	  especie.	  ……………………………..	   57	  
Tabla	  3-­‐8:	  Distancia	  dentro	  de	  cada	  	  grupo	  ………………………………………………………………………..	   59	  
Tabla	  3-­‐9:	  Distancia	  entre	  grupos	  ……………………………………………………………………………………..	   60	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  
P á g i n a 	  |	  XI	  
	  	  
Lista	  de	  Fotos	  
Foto	  2-­‐1:	  Área	  de	  almacenamiento	  de	  vísceras	  rojas	  de	  bovinos……………………………………………..	  	  41	  
Foto	  2-­‐2:	  Salón	  de	  oreo	  de	  canales	  porcinas……………………………………………………………………………	  42	  
Foto	  2-­‐3:	  Salida	  chiller	  o	  tanque	  de	  enfriamiento	  de	  canales	  de	  pollo……………………………………….	  42	  
Foto	  2-­‐4:	  Estuche	  comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	  (USA)……………………………………..	  45	  
Foto	  2-­‐5:	  Muestra	  en	  caja	  de	  Petri	  para	  iniciar	  proceso	  de	  rompimiento	  con	  bisturí…………………	  45	  
Foto	  2-­‐6:	  Proceso	  de	  macerado	  en	  mortero.	  ………………………………………………………………………….	  	  46	  
Foto2-­‐7:	  Paso	  a	  tubo	  de	  Eppendorf	  de	  200	  µL	  líquido	  de	  la	  muestra	  con	  pipeta………………………..	  46	  
Foto	  2-­‐8:	  Área	  de	  extracción	  de	  ADN	  –	  Centrifugado.	  …………………………………………………………….	  	  47	  
Foto	  2-­‐9:	  Identificación	  definitiva	  de	  los	  tubos.	  ……………………………………………………………………..	  	  47	  
Foto	  2-­‐10:	  Descarte	  de	  etanol	  de	  la	  muestra.	  ………………………………………………………………………..	  	  	  47	  	  
Foto	  2-­‐11:	  Almacenamiento	  de	  tubos	  identificados	  con	  ADN	  extraído……………………………………	  	  	  47	  
Foto	  2-­‐12:	  Área	  de	  Pre-­‐PCR.	  ………………………………………………………………………………………………….	  48	  
Foto	  2-­‐13:	  Termociclador	  SensoQuest	  LabCycler…………………………………………………………………..	  	  48	  
Foto	  2-­‐14:	  Montaje	  de	  las	  muestra	  en	  el	  termociclador	  para	  el	  corrido	  de	  la	  PCR	  en	  el	  área	  de	  PCR.	  49	  
Foto	  2-­‐15:	  Área	  de	  electroforesis…………………………………………………………………………………………...51	  
P á g i n a 	  |	  XII	  
	  
Foto	  3-­‐16:	  Electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa	  1.3%..................................................................................................	  	  53	  
Foto	  3-­‐17:	  Electroforesis	  en	  Gel	  de	  Agarosa	  1.3%..................................................................................................	  54	  
P á g i n a 	  |	  1	  
	  
Introducción	  
El	   Toxoplasma	   gondii	   (en	   adelante	   T.	   gondii)	   es	   un	   protozoario	   de	   vida	   intracelular	   obligada	  ampliamente	   difundido,	   los	   gatos	   y	   algunos	   felinos	   son	   los	   huéspedes	   definitivos,	   mientras	   el	  hombre	  y	  otros	  animales	  de	  sangre	  caliente	  son	  hospederos	  intermediarios	   	  (Gómez,	  2010),	  entre	  ellos	  los	  animales	  de	  abasto	  público	  como	  aves,	  porcinos	  y	  bovinos	  entre	  otros.	  La	   toxoplasmosis	   humana	   es	  una	   zoonosis	   (Gómez,	   Castaño,	  &	  Montoya,	   1995);	   esta	   enfermedad	  parasitaria	   causada	   por	   el	   protozoario	   T.	   gondii,	   genera	   manifestaciones	   clínicas	   en	   personas	  inmunosuprimidas	  y	  en	  recién	  nacidos	  que	  adquirieron	  la	  infección	  de	  forma	  congénita.	  Esta	  última	  forma,	  denominada	  	  toxoplasmosis	  congénita,	  es	  un	  problema	  de	  salud	  pública	  en	  Colombia	  frente	  al	   cual	   se	   requiere	   adoptar	   medidas	   tendientes	   a	   reducir	   los	   costos	   sociales	   y	   económicos	   que	  provoca	  (Gómez,	  2002).	  Estudios	  en	  Bogotá	  revelan	  que	  solo	  al	  47%	  de	  las	  mujeres	  embarazadas	  se	  les	  solicitó	  la	  prueba	  de	  toxoplasmosis	   durante	   el	   control	   prenatal	   y	   que	   ninguna	   de	   las	   no	   reactivas	   tuvo	   seguimiento	  posterior;	   esto	   pone	   en	   evidencia	   la	   necesidad	   de	   un	   programa	   que	   busque	   la	   cobertura	   y	  seguimiento	  adecuados	  para	  la	  realización	  de	  las	  pruebas	  durante	  el	  embarazo	  (Gómez,	  2002).	  La	   prevalencia	   de	  T.	   Gondii	   depende	  de	   varias	   adaptaciones	   evolutivas	   que	   le	   han	  permitido	  una	  trasmisión	  eficiente	  (Gómez,	  2010).	  El	  ciclo	  de	  vida	  del	  parásito	  ocurre	  en	  tres	  etapas:	  sexuada,	  en	  el	  ambiente	  y	  asexuada.	  La	  etapa	  sexuada	  ocurre	  en	  el	  intestino	  delgado	  del	  gato	  como	  hospedero	  definitivo,	  donde	  se	  producen	  ooquistes	  que	  son	  expulsados	  y	  que	  esporulan	  en	  el	  medio	  ambiente;	  dentro	  del	  hospedero	  intermedio,	  ocurre	  una	  etapa	  asexuada	  que	  resulta	  en	  la	  formación	  de	  quistes	  tisulares:	  en	   la	   fase	  aguda	  con	  taquizoítos	  (esquizontes	  de	  replicación	  rápida)	  y	  en	   la	  crónica	  con	  bradizoítos	   (esquizontes	  de	   replicación	   lenta)	   (Gómez,	  2010).	  En	  el	   gato	  pueden	  ocurrir,	   tanto	   la	  fase	   sexuada	   como	   la	   asexuada	   (Dubey,	   Lindsay,	   &	   Speer,	   1998).	   Por	   su	   parte	   	   los	   hospederos	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  intermediarios,	   como	   el	   hombre,	   contienen	   quistes	   tisulares	   en	   cuyo	   interior	   hay	   cientos	   de	  bradizoítos	  (Gómez,	  2010).	  	  	  	  Los	   ooquistes	   son	   infectantes	   para	   los	   gatos	   y	   los	   hospederos	   intermediarios,	   incluyendo	   el	  humano.	   Estas	   formas	   desempeñan	   un	   papel	   importante	   en	   la	   trasmisión	   por	   vía	   oral,	   luego	   de	  ingerir	  agua,	  	  frutas	  o	  tierra	  contaminadas	  (Gómez,	  2010).	  Que	  la	  población	  posea	  anticuerpos	  contra	  T.	  gondii,	  evidencia	  contacto	  con	  el	  protozoario	  en	  algún	  momento	  de	   la	  vida	  (Gómez	  et	  al.,	  1995),	  esto	  se	  observa	  a	  través	  de	   la	  prevalencia	  en	  diferentes	  grupos	  de	  personas	  y	  en	  todos	  los	  sectores	  de	  la	  cadena	  agroalimentaria.	  Así,	  se	  estima	  que	  el	  25%	  de	  la	  población	  humana	  se	  encuentra	  infectada	  por	  Toxoplasma	  (Tenter,	  Heckeroth,	  &	  Weiss,	  2000);	  en	  Colombia,	  la	  prevalencia	  en	  la	  población	  general	  reportada	  ha	  sido	  del	  47%	  (Juliao	  et	  al.,	  1988).	  Según	  el	  Decreto	  3075	  de	  1997	  (Ministerio	  de	  Salud	  Colombia,	  1997),	   la	  carne	  es	  considerada	  un	  alimento	   de	   alto	   riesgo	   y	   es	   una	   posible	   fuente	   de	   infección	   de	   formas	   infectivas	   de	  T.	   gondii	  en	  humanos,	   con	   efectos	   nocivos	   en	   población	   potencialmente	   vulnerable.	   Estudios	   previos	   para	  determinar	   la	   infección	   de	   T.	   gondii	   en	   la	   carne	   de	   consumo	   del	   país,	   ha	   reportado	   valores	   del	  52,7%	  de	  muestras	  positivas	  por	  la	  técnica	  de	  PCR	  (Lora	  et	  al.,	  2007)	  Minimizar	   la	   Infección	   de	   T.	   gondii	   por	   ingestión	   de	   carnes	   contaminadas	   con	   quistes	   tisulares,	  	  implementando	   intervenciones	   claves	   en	   los	   sistemas	   de	   producción	   primaria,	   en	   el	   proceso	   de	  sacrificio	  y	  faenado	  animal,	  y	  a	  través	  de	  sensibilización	  en	  las	  practicas	  alimenticias,	  disminuiría	  el	  impacto	  de	  la	  enfermedad	  en	  la	  salud	  de	  la	  población.	  En	  consecuencia,	  se	  hace	  necesario	  determinar	  la	  prevalencia	  y	  factores	  asociados	  a	  la	  infección	  por	  
T.	   gondii	   en	   la	   carne,	   con	  miras	   a	   realizar	   programas	  de	   intervención	   y	  mejorar	   las	   prácticas	   del	  proceso	  de	  beneficio	  animal,	  de	  manera	  que	  minimicen	  la	  infección	  en	  el	  hombre	  por	  ingestión.	  	  Como	  objetivo	  general	  se	  plantea	  entonces	  determinar	   la	  prevalencia	  de	  infección	  con	  T.gondii	  en	  canales	  porcinas,	  bovinas	  y	  aviares,	  en	  plantas	  de	  beneficio	  animal	  que	  comercializan	  sus	  productos	  con	   destino	   al	   consumo	   nacional,	   utilizando	   la	   prueba	   de	   reacción	   en	   cadena	   de	   la	   polimerasa	  (PCR),	   para	   detectar	   el	   gen	   B1	   del	   microorganismo,	   mediante	   un	   estudio	   descriptivo	   de	   corte	  transversal.	  Como	  objetivos	  específicos	  se	  plantean:	  detectar	  el	  gen	  B1	  de	  T.	  gondii	  por	   la	   técnica	  PCR	  en	  la	  carne	  para	  consumo	  humano;	  establecer	  la	  prevalencia	  de	  punto	  de	  ADN	  de	  Toxoplasma	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  en	  la	  carne	  de	  bovinos,	  porcinos	  y	  aves;	  y	  establecer	  la	  procedencia	  y	  distribución	  geográfica	  de	  las	  canales	  de	  los	  animales	  positivos	  a	  T.	  gondii.	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1. Marco	  Teórico	  
1.1 Toxoplasma	  gondii	  	  
1.1.1 Taxonomía	  	  
Toxoplasma	  gondii:	  parásito	  protozoario,	  clasificación	  taxonómica	  (Tabla	  1-­‐1)	  
Tabla	  1-­‐1:	  Clasificación	  taxonómica	  de	  Toxoplasma	  gondii.	  
Clasificación	  taxonómica	  Eucaryotae	  Súpergrupo	   Sar	  Primer	  rango	   Alveolata	  Segundo	  rango	   Aplicomplexa	  Género	   Toxoplasma	  Especie	   gondii	  (único)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Elaboración	  propia	  a	  partir	  de	  	  Adl	  et	  al.	  (2012)	  
Toxoplasma	  gondii	  es	  un	  protozoo	  intracelular	  obligado	  patógeno,	  que	  fue	  descrito	  por	  primera	  vez	  en	   1908	   por	   Nicolle	   y	   Manceaux,	   quienes	   trabajaban	   en	   el	   norte	   de	   África,	   y	   por	   Splendore,	   en	  Brasil.	   La	   designación	   de	   especie	   se	   originó	   en	   el	   nombre	   del	   roedor	   del	   norte	   de	   África	  
Ctenodactylus	  gondi,	  de	  la	  que	  este	  parásito	  fue	  aislado.	  El	  nombre	  del	  género	  se	  deriva	  del	  griego	  
toxon,	   que	   significa	   “arco”	   y	   en	   referencia	   a	   la	   forma	   de	   media	   luna	   del	   organismo	   (Black	   &	  Boothroyd,	  2000).	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1.1.2 Características	  biológicas	  	  	  
T.	  gondii	  posee	  un	  genoma	  de	  61,6	  megabases	  y	  592	  cM,	  constituido	  en	  unidades	  genéticas	  de	  104	  kb/cM	  y	  14	  cromosomas.	  El	  genoma	  es	  haploide	  para	   la	  mayoría	  de	   los	  estadios,	  excepto	  por	  una	  breve	  fase	  diploide	  en	  el	  intestino	  del	  gato	  antes	  de	  la	  meiosis	  (Gómez,	  2009)	  
T.	   gondii	   tiene	   un	   número	   de	   orgánulos	   secretores	   que	   incluyen:	   apicales,	   los	   micronemas	   y	  rhoptrias,	   y	   los	   localizados	   más	   generalmente,	   los	   gránulos	   densos.	   Cada	   uno	   de	   ellos	   posee	   su	  propio	  complemento	  de	  proteínas	  con	  funciones	  al	  momento	  de	  la	  liberación	  del	  microorganismo.	  Los	   micronemas	   liberan	   su	   contenido	   durante	   el	   proceso	   temprano	   de	   fijación	   de	   invasión,	   a	  medida	   que	   esta	   avanza	   las	   rhoptrias	   se	   liberan,	   finalmente	   los	   gránulos	   densos	   descargan	   su	  contenido	  cuando	  la	  invasión	  es	  prácticamente	  completa	  (Figura	  1-­‐1)	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  
Figura	  1-­‐1:	  Estructura	  de	  Toxoplasma	  gondii.	  
	  Fuente:	  Black	  &	  Boothroyd,	  2000.	  
Toxoplasma	  gondii	  es	  un	  coccidio	  que	  puede	  encontrarse	  en	  tres	  formas:	  taquizoítos,	  bradizoítos	  o	  quistes	  tisulares	  y	  ooquistes	  (Figura	  1-­‐2);	  esta	  última	  solo	  se	  presenta	  	  en	  el	  intestino	  de	  los	  felinos,	  que	  son	  los	  huéspedes	  definitivos	  (Fialho	  &	  Pacheco	  de	  Araujo,	  2003).	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Figura	  1-­‐2:	  Estadios	  biológicos	  de	  Toxoplasma	  gondii1.	  
	  Fuente:	  Robert-­‐Gangneux	  &	  Dardé,	  2012.	  Los	  tres	  estadios	  de	  desarrollo	  conocidos	  de	  T.	  gondii,	  se	  caracterizan	  porque	  los	  taquizoítos	  están	  desarrollados	   dentro	   de	   una	   vacuola	   parasitófora;	   los	   bradizoítos	   se	   encuentran	   dentro	   de	   un	  quiste	  tisular	  y	  los	  esporozoítos	  dentro	  de	  los	  ooquistes	  (Gómez,	  2009).	  	  Los	  taquizoítos	  o	  trofozoitos	  son	  la	  forma	  de	  multiplicación	  rápida	  que	  se	  encuentra	  presente	  en	  la	  fase	  aguda	  de	  la	  infección.	  Entre	  tanto,	  los	  bradizoítos	  son	  de	  multiplicación	  lenta	  y	  se	  desarrollan	  en	  los	  quistes	  tisulares	  que	  el	  Toxoplasma	  produce	  en	  la	  fase	  crónica	  (Gómez,	  2009).	  	  En	  los	  gatos	  y	  otros	  felinos,	  los	  ooquistes	  se	  desarrollan	  a	  partir	  de	  gametocitos	  después	  de	  un	  ciclo	  entero	  epitelial,	  son	  eliminados	  por	  las	  heces	  y	  esporulan	  para	  ser	  infectantes;	  luego	  de	  2	  a	  5	  días	  en	   el	   medio	   exterior,	   pueden	   sobrevivir	   por	   más	   de	   un	   año	   en	   condiciones	   favorables	   de	  temperatura	   y	   humedad.	   Los	   gatos	   pueden	   llegar	   a	   excretar	   más	   de	   1	   x	   107	   ooquistes	   por	   día	  durante	   la	   infección	   aguda,	   los	   cuales	   luego	  pueden	   contaminar	   los	   alimentos	   y	   el	   agua	   	   (Gómez,	  2009).	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
1	  A.	  Taquizoito	  teñido	  con	  GIEMSA	  en	  una	  muestra	  de	  fluido	  obtenida	  por	  lavado	  broncroalveolar.	  B.	  Quiste	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  El	   Toxoplasma	   es	   capaz	   de	   infectar	   y	   replicarse	   prácticamente	   dentro	   de	   cualquier	   célula	   de	  mamífero	  o	  aviar	  nucleado,	  su	  ciclo	  de	  vida	  se	  divide	  entre	  las	  infecciones	  felinas	  y	  las	  infecciones	  de	   las	   demás	   especies,	   que	   se	   correlacionan	   con	   la	   replicación	   sexual	   y	   asexual,	   respectivamente	  (Figura	  1-­‐3)	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  
Figura	  1-­‐3:	  Ciclo	  de	  Vida	  de	  Toxoplasma	  	  gondii.	  
	  Fuente:	  Black	  &	  Boothroyd,	  2000.	  Inicialmente	   las	   cepas	   de	   Toxoplasma	   se	   clasificaron	   dentro	   de	   uno	   de	   tres	   linajes	   clonales,	   por	  análisis	  de	  polimorfismos	  de	  los	  fragmentos	  de	  restricción	  (RFLP).	  El	  linaje	  I	  es	  virulento	  en	  el	  ratón	  y	  predomina	  en	  América	  del	  Sur,	  el	  linaje	  II	  es	  avirulento	  en	  el	  ratón	  y	  se	  encuentra	  prácticamente	  ausente	  en	  América	  del	  Sur,	  pero	  es	  el	  más	   frecuente	  en	  Europa.	  El	   linaje	   III	   es	  un	  recombinante	  entre	  el	  tipo	  I	  y	  II,	  predomina	  en	  varios	  lugares	  del	  mundo	  (Gómez,	  2009).	  
T.	  gondii	  es	  inusual,	  en	  el	  sentido	  que	  la	  infección	  puede	  propagarse	  tanto	  en	  sus	  estadios	  sexuales	  como	  asexuales	  (Gómez,	  2009),	  se	  caracteriza	  porque	  la	  esquizogonia	  y	  esporogonia	  tienen	  lugar	  en	  el	  epitelio	  intestinal	  de	  los	  felinos,	  y	  por	  una	  reproducción	  asexuada	  que	  puede	  ocurrir	  en	  cualquier	  tejido	  y	  en	  un	  espectro	  amplio	  de	  hospederos	  (heteroxeno	  facultativo)	  (Gómez,	  2010).	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  El	   ciclo	  de	  vida	  asexual	   comienza	   con	   la	   ingestión	  de	   carne	   con	  quistes	   tisulares	  por	  parte	  de	  un	  mamífero,	   un	   ave	   o	   un	   animal	   de	   sangre	   caliente;	   estos	   quistes	   son	   degradados	   por	   los	   jugos	  gástricos	  y	  los	  bradizoítos	  son	  liberados	  en	  el	  intestino	  (Dubey,	  1997).	  Los	  bradizoítos	  se	  convierten	  en	  taquizoítos	  en	  la	  lámina	  propia	  del	  intestino	  delgado	  y	  empiezan	  a	  circular	  en	  un	   término	  de	  15	  horas.	  Los	   taquizoítos	  se	  diseminan	  en	   los	  órganos	  periféricos	  y	   los	  músculos,	   y	   se	   convierten	   de	   nuevo	   en	   bradizoítos	   aproximadamente	   cinco	   días	   después	   de	   la	  ingestión	  (Dubey,	  1998).	  	  El	   componente	   asexual	   consiste	   en	   dos	   etapas	   distintas	   de	   crecimiento,	   dependiendo	   de	   si	   la	  infección	  ocurre	  en	  la	   fase	  aguda	  o	  crónica.	  La	  etapa	  del	  parásito	  en	  forma	  de	  taquizoíto	  define	  el	  rápido	   crecimiento,	   encontrándose	   en	   la	   fase	   aguda	   de	   la	   toxoplasmosis.	   Los	   taquizoítos	   tienen	  aproximadamente	  5	  µm	  de	  longitud	  y	  2	  µm	  de	  ancho,	  se	  replican	  dentro	  de	  una	  célula	  entre	  seis	  a	  ocho	  horas	   (in	  vitro)	  y	  salen	  de	  ella	  para	   infectar	  a	   las	  células	  vecinas,	  por	   lo	  general	  después	  de	  formarse	  de	  64	  a	  128	  parásitos	  por	  célula	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  En	  el	  animal	   infectado	  se	  diferencian	  en	  bradizoítos,	   taquizoítos	  y	  quistes	   tisulares,	  estos	  últimos	  aparecen	   por	   primera	   vez	   siete	   a	   diez	   días	   después	   de	   la	   infección.	   Estos	   quistes	   se	   encuentran	  predominantemente	  en	  el	  sistema	  nervioso	  central	  y	  en	  el	  tejido	  muscular,	  donde	  pueden	  vivir	  toda	  la	  vida	  del	  huésped.	  El	  desarrollo	  de	  quistes	  en	  los	  tejidos	  de	  todo	  el	  cuerpo	  define	  la	  fase	  crónica	  del	  ciclo	  asexual.	  Los	  quistes,	  que	  se	  ingieren	  al	  comer	  los	  tejidos	  infectados,	  se	  rompen	  a	  medida	  que	   pasan	   por	   el	   tracto	   digestivo,	   provocando	   la	   liberación	   de	   bradizoítos;	   estos	   a	   continuación	  pueden	   infectar	   el	   epitelio	   de	   la	   luz	   intestinal,	   donde	   se	   diferencian	   de	   nuevo	   a	   la	   etapa	   de	  taquizoítos	  y	  se	  dividen	  rápidamente	  para	  su	  difusión	  por	  todo	  el	  cuerpo,	  completando	  así	  el	  ciclo	  asexual	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  Los	  bradizoítos	  son	  importantes	  en	  la	  trasmisión	  de	  la	  infección,	  por	  encontrarse	  en	  muchos	  tejidos	  ingeridos	  por	  carnívoros	  y	  en	   tanto	   son	  resistentes	  a	   la	  acción	  de	   la	  pepsina	  y	   la	   tripsina,	   lo	   cual	  explica	   la	   infección	   por	   vía	   oral	   (Dubey	   et	   al.,	   1998).	   Adicionalmente,	   las	   formas	   quísticas	   son	  resistentes	   y	   permanecen	   viables	   por	   semanas	   a	   temperaturas	   de	   1	   a	   4°C	   y	   solo	   muestran	   una	  perdida	   rápida	   de	   viabilidad	   en	   temperaturas	   cercanas	   a	   los	   67°C	   o	   a	   los	   -­‐12°C	   (Dubey,	   Kotula,	  Sharar,	  Andrews,	  &	  Lindsay,	  1990)	  (Kotula	  et	  al.,	  1991).	  De	  esta	  manera,	  la	  vía	  oral	  es	  importante	  en	  la	  trasmisión	  de	  la	  infección,	  siendo	  fuentes	  la	  ingestión	  de	  agua,	  de	  alimentos	  contaminados	  con	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  ooquistes	   esporulados	   y	   de	   carnes	  mal	   cocidas	   o	   conservadas	   que	   contengan	   quistes	   tisulares	   (J	  Dubey,	  1996).	  	  	  Normalmente	   la	   respuesta	   inmunitaria	   impide	   eficazmente	   la	   difusión	   de	   estos	   taquizoítos,	   sin	  embargo,	   en	   huéspedes	   inmunocomprometidos,	   se	   presenta	   una	   reactivación	   que	   puede	   sugerir	  que	   los	   parásitos	   pueden	   detectar	   activamente	   una	   baja	   inmunidad	   en	   su	   contra.	   El	   resultado	  entonces	  	  puede	  ser	  un	  recrudecimiento	  masivo	  potencialmente	  fatal	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  El	   ciclo	   sexual	   inicia	   cuando	   un	   miembro	   de	   la	   familia	   de	   los	   felinos	   ingiere	   ooquistes	   o	   tejido	  infectado	   con	   quistes	   bradizoítos.	   Este	   ciclo	   es	   limitado	   al	   intestino	   del	   felino	   y	   resulta	   en	   la	  eliminación	  de	  ooquistes	  en	  las	  heces	  del	  gato	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  Luego	   de	   análisis	   por	  microsatélites	   se	   encontraron	   cuatro	   linajes	  mayores,	   dos	   endémicos	   para	  Suramérica	  (SA1	  y	  SA2),	  uno	  endémico	  en	  Europa	  (RW)	  y	  otro	  ocupando	  una	  distribución	  global	  o	  cosmopolita	   (WW).	   Los	   estudios	   evolutivos	   aplicados	   sobre	   aislados	   obtenidos	   en	   cuatro	  continentes,	  indican	  que	  el	  Toxoplasma	  se	  originó	  en	  América	  del	  Sur,	  esto	  habría	  ocurrido	  cuando	  un	  coccidio	  de	  aves	  se	  adaptó	  a	  felinos	  únicos	  de	  este	  continente.	  Un	  ave	  migratoria	  llevó	  el	  parásito	  al	  viejo	  mundo	  donde	  se	  diseminó	  a	  través	  del	  gato	  doméstico,	  esto	  hizo	  que	  su	  transmisión	  fuese	  mucho	  mayor	  y	  más	  rápida,	  y	  seguramente	  atenuó	  su	  virulencia;	  entre	  tanto	  en	  América	  del	  Sur,	  la	  especie	   se	   habría	   propagado	   de	   manera	   mucho	   más	   lenta,	   conservando	   su	   virulencia	   (Gómez,	  2009).	  	  
1.1.3 Patogénesis	  	  	  La	  infección	  por	  este	  protozoario	  ocurre	  principalmente	  de	  tres	  formas:	  vía	  congénita,	  por	  ingestión	  de	  ooquistes	  esporulados	  en	  el	  agua	  y	  alimentos	  contaminados,	  y	  mediante	  la	  ingestión	  de	  quistes	  tisulares	  en	  carnes	  mal	  cocidas	  (Dubey,	  1996).	  	  
T.	  gondii	  es	  conocido	  entre	  los	  patógenos	  intracelulares	  por	  ser	  diverso	  en	  su	  capacidad	  de	  invadir	  una	   amplia	   variedad	   de	   células	   huésped	   (Black	   &	   Boothroyd,	   2000),	   pues	   puede	   infectar	   y	  replicarse	  en	  cualquier	  célula	  de	  mamíferos	  o	  aves	  (Gómez,	  2010).	  Cuando	  se	  cultiva	   in	  vitro,	  este	  parásito	  ha	   logrado	   invadir	   casi	   cualquier	   tipo	  de	   célula	  de	  mamíferos,	   aves	  y	   líneas	   celulares	  de	  insectos	   y	   peces.	   Su	  membrana	   plasmática	   parece	   estar	   constituida	   predominantemente	   por	   una	  variedad	  de	  proteínas	  vinculadas	  a	  la	  membrana.	  Al	  identificar	  los	  genes	  para	  estas	  proteínas,	  se	  ha	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  determinado	   que	   la	   mayor	   parte	   de	   su	   superficie	   está	   compuesta	   por	   una	   familia	   de	   proteínas	  relacionadas	  con	  el	  antígeno	  de	  superficie	  SAG1,	  el	  cual	  ha	  sido	  implicado	  en	  los	  eventos	  iniciales	  de	  unión	  a	  la	  membrana	  de	  acogida	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  	  La	   entrada	   de	  Toxoplasma	   en	   las	   células	   no	   fagocíticas,	   es	   un	   proceso	   activo	   que	   aparentemente	  implica	  motores	  actina/	  miosina	  en	  el	  interior	  del	  parásito	  y	  ciertas	  proteínas	  transmembrana.	  La	  motilidad	   aparece	   como	   un	  movimiento	   de	   deslizamiento	   a	   través	   de	   la	   superficie,	  mediante	   un	  mecanismo	   que	   no	   ha	   sido	   claramente	   dilucidado.	   Los	   parásitos	   esporozoos,	   incluyendo	  
Toxoplasma,	   se	   encuentran	   entre	   los	   protistas	   que	   muestran	   la	   forma	   de	   deslizamiento	   de	  translocación	  celular;	  debido	  a	  la	  forma	  de	  media	  luna	  del	  parásito	  y	  al	  espiral	  de	  su	  citoesqueleto,	  este	  tipo	  de	  deslizamiento	  por	  una	  superficie	  resulta	  en	  una	  trayectoria	  helicoidal	  que	  gira	  en	  torno	  al	  eje	  longitudinal	  de	  la	  célula	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  El	   primer	   paso	   en	   el	   proceso	   de	   invasión	   del	   parásito	   (in	   vitro)	   consiste	   en	   deslizarse	   por	   la	  superficie	  de	  la	  célula	  huésped	  para	  luego	  ingresar	  a	  ella.	  La	  invasión	  del	  Toxoplasma	  se	  asemeja	  a	  la	  fagocitosis,	  con	  una	  invaginación	  de	  la	  membrana	  plasmática	  y	  la	  posterior	  residencia	  dentro	  de	  una	  vacuola	   citoplásmica;	   esta	   invasión	  es	  polarizada	   con	  el	   extremo	  apical	  del	  parásito,	   con	  una	  constricción	  en	  el	  cuerpo	  de	  este	  a	  medida	  que	  pasa	  a	  la	  célula	  huésped.	  En	  células	  de	  mamífero,	  la	  fagocitosis	   normalmente	   se	   asocia	   también	   con	   una	   marcada	   reorganización	   del	   citoesqueleto	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  	  En	  T.	  gondii	  la	  actina	  se	  encuentra	  predominantemente	  en	  una	  forma	  monomérica,	  la	  deposición	  de	  actina	   y	  miosina	   sugiere	   que	   los	  microfilamentos	   de	   actina	   funcionan	   como	  un	   andamio	   para	   un	  motor	  de	  miosina	  a	  nivel	  intracelular	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  	  Se	  insinúa	  que	  la	  mayoría	  de	  proteínas	  que	  se	  encuentran	  en	  la	  superficie	  de	  los	  taquizoítos	  están	  unidas	   a	   la	   membrana	   a	   través	   de	   una	   fracción	   Glicofosfatidil	   inositol	   (GPI).	   Dado	   que	   esta	  vinculación	  sólo	  conecta	   las	  proteínas	  a	  un	  lípido	  de	  la	  membrana	  y	  no	  atraviesa	   la	  bicapa,	  deben	  existir	  otras	  proteínas	  transmembrana	  a	  niveles	  inferiores	  a	  la	  detección	  o	  que	  son	  reguladas	  en	  su	  transporte	   a	   la	   superficie.	   En	   lisados	   crudos	   de	   Toxoplasma	   se	   ha	   identificado	   una	   fosfolipasa	  soluble,	   se	  propone	  que	   esta	   enzima	  podría	   jugar	  un	  papel	   en	   los	   acontecimientos	   iniciales	  de	   la	  invasión,	  ya	  sea	  aumentando	  la	  exocitosis	  de	  las	  roptrias	  o	  aumentando	  la	  fluidez	  en	  la	  membrana	  plasmática	  de	  acogida	  durante	  la	  formación	  de	  vacuolas	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	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  La	  vacuola	  generada	  durante	  la	  invasión	  de	  Toxoplasma	  es	  inusual,	  ya	  que	  no	  se	  acidifica	  ni	  fusiona	  con	  cualquier	  vesícula	  citoplasmática.	  Para	  evitar	  la	  acidificación	  y	  el	  procesamiento	  endocítico,	  la	  vacuola	   formada	   por	   la	   invasión	   del	   parásito	   excluye	   o	   elimina	   rápidamente	   las	   bombas	   de	  protones	   y	   proteínas	   de	   superficie	   que	   se	   utilizan	   para	   la	   fusión	   vesicular,	   de	   esto	   da	   cuenta	   la	  observación	  de	  una	  vacuola	  parasitada	  recién	  formada,	  que	  es	  suave	  y	  casi	  completamente	  libre	  de	  partículas	  intra	  membranosas	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  	  En	   los	   complejos	   antígeno-­‐anticuerpo,	   se	   desprenden	   antígenos	   de	   la	   superficie	   del	   parásito	   a	  medida	  que	  atraviesa	  la	  unión	  en	  movimiento.	  Las	  proteínas	  ancladas	  a	  GPI	  traspasan	  la	  unión	  en	  movimiento	   asociada	   con	   la	   vacuola	   naciente,	   mientras	   las	   proteínas	   transmembrana	   ancladas	  están	   excluidas	   de	   la	   misma.	   Estudios	   evidencian	   que	   hasta	   el	   20%	   de	   la	   vacuola	   puede	   ser	  proporcionada	  por	  el	  parásito	  durante	  la	  penetración	  y	  que	  la	  mayor	  parte	  de	  la	  membrana	  inicial	  se	  deriva	  de	  la	  célula	  huésped	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  	  Una	   vez	   formada	   la	   vacuola,	   los	   gránulos	   densos	   liberan	   el	   contenido	   de	   los	   polos	   anterior	   y	  posterior	  del	  parásito;	  estos,	  junto	  a	  los	  micronemas,	  son	  responsables	  de	  la	  construcción	  de	  la	  red	  	  tubulovesicular	  que	  se	  extiende	  desde	  la	  membrana	  y	  el	  lumen	  de	  la	  vesícula	  parasitófora	  (VP).	  La	  función	   de	   esta	   red	   es	   aumentar	   el	   área	   de	   superficie	   de	   la	   VP,	   y	   se	   asocia	   al	  menos	   con	   cuatro	  proteínas	  densa-­‐granulares	  (GRA1,	  GRA2,	  GRA4,	  y	  GRA6)	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  La	  membrana	  de	  la	  VP	  es	  una	  estructura	  porosa,	  lo	  cual	  se	  ha	  propuesto	  ocurre	  gracias	  a	  la	  GRA3,	  una	  proteína	  soluble	  que	  	  se	  oligomeriza	  y	  se	  inserta	  en	  la	  membrana	  de	  la	  VP.	  Estos	  poros	  pueden	  ser	   necesarios	   para	   la	   adquisición	   de	   las	   purinas	   en	   forma	   de	   ATP	   citosólico,	   que	   hidrolizan	   la	  molécula	  a	  la	  adenosina	  para	  el	  salvamento	  de	  purina	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  	  Adicionalmente,	   la	   membrana	   de	   la	   VP	   es	   responsable	   de	   acoger	   mitocondrias	   y	   retículo	  endoplasmático	  (RE)	  inmediatamente	  después	  de	  la	  invasión.	  Estos	  orgánulos	  formarán	  una	  íntima	  interacción	   con	   la	  membrana	  de	   la	  VP,	  que	   cubre	   casi	   el	   75%	  de	   la	  membrana	  vacuolar,	   esencial	  para	   el	   crecimiento	   intracelular	   de	   este	   patógeno;	   se	   ha	   propuesto	   que	   puede	   servir	   para	  proporcionar	  los	  medios	  para	  el	  transporte	  de	  lípidos	  al	  parásito,	  a	  través	  de	  la	  red	  túbulo	  vesicular	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  Una	   vez	   el	   Toxoplasma	   entra	   a	   una	   célula,	   comienza	   la	   replicación	   por	   un	   proceso	   llamado	  endodiogenia	   (Figura	   1-­‐4),	   el	   cual	   depende	   del	   buen	   funcionamiento	   de	   los	   microtúbulos	   del	  
P á g i n a 	  |	  13	  
	  parásito,	  mucho	  más	  que	  de	  los	  filamentos	  de	  actina;	  su	  inicio	  está	  marcado	  por	  la	  aparición	  de	  dos	  membranas	  que	  comienzan	  a	  formarse	  a	  partir	  del	  centro	  de	  la	  célula	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  	  
Figura	  1-­‐	  4:	  Endodiogenia	  de	  Toxoplasma	  gondii.	  
	  Fuente:	  Black	  &	  Boothroyd,	  2000.	  	  Estas	  estructuras	  membranosas	  comienzan	  a	  definir	  las	  hijas	  en	  el	  citoplasma	  de	  la	  célula	  madre,	  en	  los	   puntos	   que	   se	   asemejan	   a	   un	   conoide	   rudimentario	   y	   en	   el	   centro	   de	   organización	   de	  microtúbulos.	  A	  medida	  que	  el	  complejo	  de	  la	  membrana	  interna	  se	  extiende	  desde	  estas	  regiones,	  roptrias	  y	  micronemas	  nacientes	  se	   forman	  en	   los	  dos	  polos	  anteriores	  de	   las	  hijas	  que	  crecen,	   la	  envoltura	  nuclear	  se	  mantiene	  intacta	  y	  el	  núcleo,	  el	  apicoplasto	  y	  la	  mitocondria	  se	  dividen	  entre	  las	   hijas.	   Cada	   célula	   continúa	  madurando	   hasta	   que	   el	   citoplasma	   y	   todos	   sus	   contenidos	   están	  divididos	   entre	   las	   dos	   progenies.	   Finalmente,	   el	   complejo	   de	   la	  membrana	   interna	   de	   la	  madre	  desaparece,	  y	  se	   inicia	  una	  división	  surco	  en	  el	  polo	  anterior	  que	  se	  extiende	  entre	   las	  hijas	  en	   la	  mayor	   parte	   de	   la	   célula,	   dejando	   sólo	   un	   cuerpo	   residual	   en	   el	   extremo	   posterior	   (Black	   &	  Boothroyd,	  2000).	  	  	  Para	  el	  Toxoplasma	  el	  egreso	  es	  un	  evento	  rápido	  que	  resulta	  en	  la	  lisis	  de	  la	  célula	  huésped	  y	  en	  la	  liberación	  de	  los	  parásitos	  muy	  móviles,	  pasando	  a	  través	  de	  la	  membrana	  de	  la	  VP,	  el	  citoplasma	  de	  acogida	  y	  finalmente,	  el	  plasmalema	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	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  Si	   las	  proteínas	  del	  micronema	   son	  necesarias	  para	   la	  motilidad	  de	  Toxoplasma,	   sería	  de	   esperar	  que	  estos	  orgánulos,	  y	  posiblemente	  las	  roptrias,	  induzcan	  la	  exocitosis	  del	  parásito.	  Una	  vez	  fuera	  de	  la	  célula	  huésped	  lisada,	  los	  parásitos	  invaden	  rápidamente	  las	  células	  vecinas	  completando	  así	  el	  ciclo	   lítico	  (Figura	  1-­‐5).	  Altas	  concentraciones	  de	  calcio	   intracelular	  median	  en	  la	  movilidad	  del	  microorganismo,	  influenciando	  la	  invasión	  o	  egreso	  del	  parásito	  en	  la	  célula	  hospedadora	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  
Figura	  1-­‐5:	  Invasión	  celular	  por	  Toxoplasma	  gondii.	  
	  Fuente:	  Black	  &	  Boothroyd,	  2000.	  Dependiendo	  de	  si	  el	  hospedero	  es	  inmunocompetente,	  la	  respuesta	  inmune	  que	  induce	  el	  parásito	  varía,	   así	   como	   de	   acuerdo	   a	   la	   cepa,	   el	   genotipo	   y	   el	   haplotipo	   del	   microorganismo	   que	   este	  infectando	  en	  ese	  momento,	   lo	  que	  pude	  traducirse	  en	  un	  estrés	  respiratorio	  del	  Toxoplasma	  y	  su	  conversión	  a	  la	  forma	  de	  replicación	  lenta	  (bradizoíto),	  lo	  contrario	  sucede	  durante	  algún	  evento	  de	  inmunosupresión	  donde	  se	  afecte	  la	  respuesta	  celular	  Th1	  (Gómez,	  2010).	  El	   IFNγ es	   la	   citoquina	   considerada	   como	   la	   clave	   de	   la	   respuesta	   inmunoprotectora	   contra	   T.	  
gondii;	   las	  células	  responsables	  de	  su	  producción	  son	  los	  CD8+	  y	  a	  menor	  escala	   los	  CD4+,	  ambos	  necesarios	  para	   inducir	  una	  resistencia	  primaria.	  Una	  vez	  establecida	   la	   inmunidad,	   la	  resistencia	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  depende	   directamente	   de	   la	   actividad	   de	   los	   CD8+.	   Por	   otro	   lado,	   la	   citoquina	   IL12	   tiene	   efecto	  adyuvante	   e	   inmunomodulador,	   actúa	   sobre	   los	   macrófagos	   durante	   la	   respuesta	   primaria	   a	   la	  infección	   induciendo	   a	   un	   fenotipo	   Th1	   a	   las	   poblaciones	   linfocitarias,	   aumentando	   así	   la	  producción	  de	  IFNγ (Gómez,	  2010).	  Toxoplasma	  puede	  infectar	  cualquier	  célula	  y	  tiende	  a	  producir	  lesiones	  en	  las	  neuronas	  y	  la	  retina	  (Figura	  1-­‐6).	  	  
Figura	  1-­‐6:	  Ciclo	  de	  vida	  de	  Toxoplasma	  gondii2.	  
	  Fuente:	  Robert-­‐Gangneux	  &	  Dardé,	  2012.	  
1.1.4 Epidemiología	  	  La	   toxoplasmosis	   es	   la	   zoonosis	   por	   protozoarios	   más	   prevalente	   a	   nivel	   mundial.	   Se	   han	  identificado	   muchos	   mamíferos	   vertebrados	   homeotermos	   de	   consumo,	   de	   compañía,	   salvajes	   y	  domésticos,	  así	  como	  una	  amplia	  variedad	  de	  aves,	   infectados	  por	  este	  parásito	   	  (Hill	  et	  al.,	  2002;	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
2	  Mostrando	  la	  biología,	  infección	  y	  replicación	  de	  los	  tres	  estados	  infectivos	  del	  parásito	  en	  sus	  respectivos	  hospederos.	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  citado	  por	  Lora	  et	  al.,	  2007).	  Por	  lo	  tanto,	  es	  un	  parásito	  de	  suma	  importancia	  epidemiológica	  que	  genera	  graves	  problemas	  en	  salud	  pública	  en	  Colombia	  y	  en	  el	  mundo.	  El	  decreto	  2257	  de	  1.986,	  el	  cual	  reglamenta	  parcialmente	  los	  títulos	  VII	  y	  XI	  de	  la	  Ley	  9	  de	  1.979,	  menciona	  que	  la	  salud	  es	  de	  interés	  público	  y	  por	  lo	  tanto,	  dispone	  la	  regulación	  de	  las	  actividades	  relacionadas	  con	  la	  investigación,	  prevención	  y	  control	  de	  las	  zoonosis.	  En	  su	  capítulo	  III,	  	  establece	  la	   vigilancia	   epidemiológica	   en	   zoonosis,	   describiendo	   en	   el	   Art.	   28	   que	   estas,	   incluida	   la	  toxoplasmosis,	   deben	   notificarse	   por	   periodos	   epidemiológicos;	   si	   se	   presenta	   en	   el	   hombre,	  utilizando	  el	  Formulario	  de	  enfermedades	  transmisibles	  de	  notificación	  obligatoria,	  al	  Ministerio	  de	  Salud	  y	  Protección	  Social	   (MSPS);	  y	   si	  es	  en	  animales,	   	   a	   través	  de	   los	  medios	  establecidos	  por	  el	  Instituto	  Colombiano	  Agropecuario	  (ICA)	  (Ministerio	  de	  Protección	  Social	  Colombia,	  1986).	  La	  toxoplasmosis	  es	  endémica	  en	  todo	  el	  mundo,	  dependiendo	  de	  la	  ubicación	  geográfica,	  del	  15%	  al	   85%	   de	   la	   población	   humana	   está	   infectada	   y	   es	   asintomática;	   ha	   emergido	   como	   parásito	  oportunista	  en	  personas	  inmunocomprometidas,	  llegando	  a	  amenazar	  sus	  vidas	  (Reischl,	  Bretagne,	  Krüger,	  Ernault,	  &	  Costa,	  2003).	  Las	   formas	   en	   que	   T.	   gondii	   llega	   a	   infectar	   al	   ser	   humano	   son	   diversas,	   algunas	   ya	   han	   sido	  mencionadas	  previamente:	  la	  ingestión	  de	  alimentos	  contaminados	  y	  el	  contacto	  con	  heces	  felinas;	  otras	   menos	   conocidas	   incluyen	   la	   vía	   transfusional	   (trasplantes	   de	   órganos),	   la	   vía	   acuática,	  mecánica,	   la	  inhalación	  de	  ooquistes	  y	  la	  vía	  sexual.	  El	  parásito,	  por	  tener	  un	  ciclo	  de	  vida	  amplio,	  implica	  a	   especies	   animales	  diferentes	  a	   los	   felinos,	   tales	   como	  perros	  e	   insectos	   (Figura	  1-­‐7).	   Se	  resalta	   la	   importancia	   de	   factores	   antrópicos	   y	   medio	   ambientales	   como	   moduladores	   de	   las	  dinámicas	  de	  transmisión	  y	  del	  ciclo	  de	  vida	  del	  parásito	  (Pérez,	  Gómez,	  Naranjo,	  &	  Castaño,	  2011).	  En	   la	   población	   animal	   la	   prevalencia	   de	   T.	   gondii	   es	   variable,	   de	   acuerdo	   con	   Wang	   et	   al.,	   en	  algunos	  países	  está	  entre	  el	  10%	  y	  el	  20%	  en	  cerdos	  (citado	  por	  Lora	  et	  al.,	  2007).	  En	  el	  contexto	  colombiano,	  Pérez	  et	  al.	  (2006)	  encontraron	  una	  seroprevalencia	  de	  T.	  gondii	  en	  cerdos	  de	  15,3%	  en	  el	  departamento	  de	  Caldas,	  mientras	  en	  Armenia,	   se	   reporta	  una	  prevalencia	  en	  aves	  que	  gira	  alrededor	  del	  44%	  (Dubey	  et	  al.,	  citado	  por	  Lora	  et	  al.,	  2007).	  En	   un	   estudio	   realizado	   en	   un	   frigorífico	   en	   Bogotá	   en	   el	   año	   2003,	   se	   recolectaron	   en	   forma	  pareada	  un	  total	  de	  131	  muestras	  de	  suero	  y	  carne	  de	  ganado	  porcino.	  A	   los	  sueros	  se	   les	  realizó	  inmunofluorescencia	   indirecta	   (IFI),	   encontrando	   una	   prevalencia	   de	   33,6%	   de	   T.	   gondii.	   En	   el	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  mismo	   estudio	   se	   aisló	   ADN	   de	   41	   muestras	   positivas	   por	   IFI	   y	   16	   negativas,	   las	   cuales	   se	  inocularon	  en	  ratones	  logrando	  aislar	  dos	  cepas,	  por	  la	  técnica	  de	  PCR	  se	  demostró	  la	  presencia	  del	  parásito	  en	  12	  de	  esas	  muestras	  	  (Herrera,	  De-­‐Sánchez,	  Torres,	  &	  Onzaga,	  2000).	  
Figura	  1-­‐7:	  Fuentes	  de	  infección	  de	  T.	  gondii	  en	  los	  seres	  humanos3.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Modificado	  de	  Robert-­‐Gangneux	  &	  Dardé,	  2012.	  En	  el	  eje	  cafetero,	  en	  180	  muestras	  de	  carne	  de	  res,	  cerdo	  y	  pollo	  analizadas	  por	  la	  técnica	  de	  PCR,	  se	  reportó	  que	  52,7%	  de	  ellas	  fueron	  positivas	  para	  la	  presencia	  de	  T.	  gondii.	  Se	  tomaron	  muestras	  de	   carne	   de	   res,	   cerdo	   y	   pollo	   (20	   de	   cada	   una	   y	   de	   cada	   ciudad).	   La	   carne	   de	   cerdo	   fue	   la	  más	  contaminada	   (70%),	   con	  mayor	   prevalencia	   en	  Manizales	   (80%),	   seguida	   por	   la	   carne	   de	   res	   en	  Armenia	   con	   80%	   de	   resultados	   positivos;	   por	   último,	   la	   carne	   de	   pollo	   en	   Pereira	   presentó	   la	  prevalencia	  más	  alta	  (70%)	  (Lora	  et	  al.,	  2007).	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
3	  Las	  diversas	  fuentes	  son	  transmitidas	  por	  los	  alimentos	  y	  por	  la	  contaminación	  del	  medio	  ambiente	  de	  los	  seres	  humanos.	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  En	  un	   frigorífico	  de	  Bogotá,	  Campos	  &	  Zimmermann	   tomaron	  en	  el	  año	  2009,	  en	  96	  muestras	  de	  sangre,	   tejido	  cardiaco	  y	   lengua	  de	  cada	   individuo	  de	  ganado	  porcino	  proveniente	  de	   las	  regiones	  Cundiboyacense,	   Antioquia	   y	   Santander;	   al	   momento	   de	   analizar	   las	   primeras	   48	   muestras	   por	  medio	  de	  la	  prueba	  de	  PCR,	  se	  encontró	  un	  30%	  de	  prevalencia	  de	  T.	  gondii	  .	  Entre	   tanto	   en	   el	   Reino	   Unido,	   por	   medio	   de	   la	   prueba	   de	   PCR	   se	   identificó	   ADN	   en	   27	   de	   71	  muestras	   de	   carne	   obtenidas	   en	   pequeños	   almacenes	   de	   cadena,	   es	   decir,	   un	   38%	   de	   nivel	   de	  contaminación	  con	  T.	  gondii	  positivos	  al	  gen	  SAG	  2	  del	  microorganismo	  (Aspinall,	  Marlee,	  Hyde,	  &	  Sims,	  2002).	  En	   un	   estudio	   en	   la	   región	   de	   Puerto	   Alegre	   (Brasil)	   en	   cerdos	   criados	   y	   beneficiados,	  serorreactivos	   a	  T.	   gondii	  a	   través	   de	   la	   prueba	   de	   hemoaglutinación	   indirecta,	   de	   240	  muestras	  colectadas,	   con	   la	   técnica	   de	   hemoaglutinación	   directa	   el	   20%	   de	   los	   sueros	   presentaron	   títulos	  iguales	   o	   superiores	   a	   1:64,	   es	   decir,	   48	   muestras	   fueron	   positivas;	   con	   la	   técnica	   de	  inmunfluorescencia	   indirecta,	  el	  33,75%,	  con	  diluciones	   iguales	  o	  superiores	  de	  1:16,	  es	  decir,	  81	  muestras	  positivas	  (Fialho	  &	  Pacheco	  de	  Araujo,	  2003).	  Así	  mismo,	  en	  2003	  un	  estudio	  reportó	  que	  en	  el	  estado	  de	  Sao	  Paulo	  (Brasil)	  la	  prevalencia,	  a	  través	  de	  la	  prueba	  serológica	  de	  ELISA	  en	  200	  bovinos	   muestreados,	   fue	   del	   11%,	   es	   decir	   que	   22	   resultaron	   positivos	   (Meireles,	   Galisteo,	   &	  Franco-­‐de-­‐Andrade,	  2003).	  	  Estudios	  en	  Francia	  han	  detectado	  la	  presencia	  de	  ADN	  de	  T.	  gondii	  en	  el	  7,7%	  de	  muestras	  de	  agua	  (37	   muestras	   positivas	   al	   gen	   B1	   de	   T.	   gondii	   de	   469	   tomadas),	   incluso	   en	   agua	   para	   consumo	  humano	   (Aubert	   &	   Villena,	   2009);	   esto	   evidencia	   una	   vez	  más	   la	   presencia	   del	   parásito	   en	   otra	  fuente	  de	  consumo	  que	  no	  se	  ha	  contemplado	  en	  los	  estudios	  realizados	  en	  Colombia.	  	  Durante	  el	  estudio	  Systematic	  Review	  on	  Congenital	  Toxoplasmosis	  (SYROCOT),	  se	  encontró	  que	  el	  riesgo	   de	   lesiones	   oculares	   fue	  mayor	   en	   una	   cohorte	   de	   niños	   infectados	   en	   Suramérica	   (47%)	  (18/38)	  que	  en	  cohortes	  europeas	  (14%)	  (79/550)	  (Thiébaut,	  Leproust,	  Chêne,	  &	  Gilbert,	  2007).	  	  Otro	   hallazgo	   durante	   el	   estudio	   SYROCOT,	   fue	   que	   el	   riesgo	   de	   la	   transmisión	   disminuía	  significativamente	  en	  mayor	  latitud	  (OR=	  0.71	  para	  cada	  5°	  de	  latitud	  mayor	  al	  sitio	  geográfico	  de	  la	  cohortes,	   95%	   IC	   [0,53;	   0,96],	   p=	   0,03)	   (Thiébaut	   et	   al.,	   2007).	   Otra	   diferencia	   clínica	   se	   ha	  observado	  en	  el	  porcentaje	  de	  personas	  con	  toxoplasmosis	  ocular	  adquirida	  dentro	  de	  la	  población	  general,	  que	  parece	  ser	  mayor	  en	  Suramérica.	  Los	  estudios	  en	  Brasil	  han	  encontrado	  prevalencias	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  de	  17%	  y	  en	  Colombia	  de	  6%.	  Los	  casos	  más	  severos	  de	  toxoplasmosis	  en	  el	  mundo	  se	  han	  descrito	  en	  Guyana	  Francesa,	  localizada	  en	  el	  norte	  de	  América	  del	  Sur,	  y	  se	  han	  referido	  formas	  similares	  en	  pacientes	   de	   la	   Amazonia.	   Se	   ha	   postulado	   que	   las	   cepas	   de	   la	   región	   amazónica	   serían	   más	  virulentas,	  dado	  su	  contacto	  inusual	  con	  humanos;	  por	  lo	  tanto,	  nuestro	  sistema	  inmune	  no	  estaría	  preparado	  para	  su	  control	  (Gómez,	  2009).	  	  Los	   pacientes	   con	   SIDA	   se	   encuentran	   particularmente	   en	   riesgo,	   entre	   ellos	   la	   prevalencia	   de	  toxoplasmosis	   es	   cercana	   al	   10%.	   Dado	   el	   creciente	   número	   de	   personas	   infectadas,	   se	   eleva	   la	  cantidad	   de	   afectados	   por	   el	   microorganismo;	   así,	   Burg,	   Grover,	   Pouletty,	   &	   Boothroyd,	   (1989),	  señalaban	  en	  1989	  que	  aproximadamente	  en	  el	  5%	  de	   los	   casos	  de	  SIDA,	   la	   toxoplasmosis	  era	   la	  primera	  indicación	  de	  la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  inmunodeficiencia	  humana;	  para	  2001	  en	  Bogotá	  (Colombia)	  se	  reportó	  toxoplasmosis	  cerebral	  como	  primera	  manifestación	  de	  VIH	  en	  66%	  de	   los	  pacientes	  	  (Gómez,	  Alvarado,	  Hernández,	  Cuervo,	  &	  Saravia,	  2001).	  	  	  	  El	  decreto	  3518	  de	  2006,	   crea	  y	   reglamenta	  el	  Sistema	  de	  Vigilancia	  en	  Salud	  Pública	   (SIVIGILA),	  con	  el	  objeto	  de	  proveer	  de	  forma	  sistemática	  y	  oportuna	  información	  sobre	  los	  eventos	  que	  afecten	  la	  salud	  de	  la	  población.	  En	  ese	  sentido,	  orienta	  las	  políticas,	  la	  planificación,	  las	  decisiones	  para	  la	  prevención	  y	   control	  de	  enfermedades,	   el	   seguimiento	  y	  evaluaciones	  de	   intervenciones	  en	   salud	  pública.	  Dentro	  de	  las	  finalidades	  del	  SIVIGILA	  se	  encuentra	  el	  detectar	  cambios	  en	  los	  patrones	  de	  ocurrencia,	  distribución	  y	  propagación	  de	  los	  eventos	  objeto	  de	  vigilancia	  en	  salud	  pública,	  como	  es	  el	  caso	  de	  las	  zoonosis	  	  (Ministerio	  de	  Protección	  Social	  Colombia,	  2006).	  El	   Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  (INS)	  menciona	  dentro	  de	  los	  reportes	  de	  eventos	   las	  denominadas	  
Anomalías	   congénitas,	   que	   para	   el	   año	   2014	   han	   sido	   denominados	   Defectos	   congénitos.	   Estos	  informes	   de	   eventos	   en	   salud	   pública,	   mencionan	   el	   número	   de	   casos	   reportados	   por	   año	   y	   en	  cuántos	  de	  ellos	  se	  realizaron	  tomas	  de	  muestras	  y	  vacunaciones	  para	  los	  casos	  que	  aplique,	  como	  la	  toma	  de	  IgM	  para	  toxoplasmosis.	  En	  la	  tabla	  1-­‐2	  se	  describe	  lo	  encontrado	  en	  los	  reportes	  de	  los	  últimos	  años,	  evidenciándose	  un	  alto	  número	  de	  casos	  en	  los	  cuales	  no	  se	  realizó	  la	  prueba	  y,	  por	  lo	  tanto,	  	  no	  es	  posible	  determinar	  si	  eran	  positivos	  para	  Toxoplasmosis	  	  (Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  Colombia,	  s.f.).	  	  
Tabla	  1-­‐2:	  Resumen	  de	  Informes	  del	  evento	  Anomalías	  Congénitas	  con	  reporte	  de	  toma	  de	  muestra	  de	  IgM	  para	  Toxoplasma.	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Año	   Casos	  de	  anomalías	  congénitas	  Con	  toma	  	  muestra	  	  IgM	  para	  Toxoplasmosis	  
Reportes	  IgM	  Positivo	  para	  Toxoplasmosis	  
Sin	  	  toma	  de	  muestra	   Sin	  información	   Total	  	  
2010	   114	  (20%)	   14	   454	  (79%)	   8	   576	  2011	   459	  (25%)	   21	   1379	  (75%)	   7	   1845	  2012	   783	  (32%)	   47	   1620	  (67%)	   No	  reporta	   2412	  2013	   1755	  (39%)	   88	   2785	  (61%)	   No	  reporta	   4540	  Fuente:	  Elaboración	  propia	  a	  partir	  de	  los	  datos	  de	  los	  informes	  del	  INS.	  En	  el	  Informe	  del	  evento	  de	  vigilancia	  Defectos	  congénitos	  del	  INS	  hasta	  el	  periodo	  epidemiológico	  seis	   de	   2014,	   se	   contempla	   la	   información	   correspondiente	   a	   la	   toma	   del	   STORCH	   en	   el	   recién	  nacido,	   el	   cual	   fue	   tomado	   en	   132	   casos	   y	   presenta	   a	   la	   fecha	   resultados	   en	   128,	   15	   de	   ellos	  presentaron	  anticuerpos	  para	  toxoplasmosis	  	  (Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  Colombia,	  s.f.)	  En	   el	   Informe	   de	   evento	   VIH-­‐SIDA	   Colombia	   para	   el	   periodo	   trece	   del	   año	   2010,	   se	  menciona	   la	  toxoplasmosis	   cerebral	   dentro	   de	   las	   enfermedades	   oportunistas	  más	   frecuentes	   con	   	   236	   casos,	  3,1%	   del	   total	   de	   los	   eventos	   del	   año	   (7.584).	   Para	   los	   años	   2011,	   2012,	   2013	   y	   2014,	   no	   se	  mencionan	  casos	  de	  Toxoplasma	  	  (Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  Colombia,	  s.f.).	  En	   los	   informes	   del	   evento	   Mortalidad	   materna	   y	   mortalidad	   perinatal	   hasta	   el	   periodo	  epidemiológico	   13	   del	   año	   2010,	   del	   año	   2012	   y	   de	   2013,	   y	   el	   de	   la	   semana	   28	   de	   2014,	   el	  	  
Toxoplasma	   se	  menciona	   como	   factor	   de	   riesgo	  pero	  no	   se	   presenta	   el	   porcentaje	   de	   casos;	   para	  2011,	   el	   reporte	  no	  está	  disponible	   	   (Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  Colombia,	   s.f.).	  Así	  mismo,	   en	  el	  Protocolo	  de	  vigilancia	  en	  salud	  pública	  mortalidad	  neonatal	  y	  perinatal	  tardía,	  solo	  se	  menciona	  si	  la	  mujer	  se	  realizó	  los	  exámenes	  solicitados	  de	  toxoplasma	  durante	  la	  gestación	  (Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  Colombia	  Colombia,	  2014b).	  En	  cuanto	  a	  los	  informes	  del	  evento	  Enfermedades	  transmitidas	  por	  alimentos	  para	  los	  años	  2010,	  2011,	  2012,	  2013	  y	  2014,	  así	  como	  en	  el	  Protocolo	  de	  vigilancia	  en	  salud	  pública	  de	  enfermedades	  transmitidas	  por	  alimentos	  (ETA),	  no	  se	  menciona	  el	  microorganismo	  Toxoplasma	  gondii	  	  (Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  Colombia,	  s.f.)	  (Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  Colombia,	  2014a).	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  Se	  han	  realizado	  algunas	  estimaciones	  del	  número	  de	  niños	  que	  anualmente	  nace	  en	  Colombia	  con	  toxoplasmosis	   congénita,	   estas	   se	   resumen	   en	   la	   tabla	   1-­‐3,	   a	   partir	   de	   lo	   reportado	   por	   Gómez	  (2002):	  
Tabla	  1-­‐3:	  Estimaciones	  sobre	  nacimientos	  	  anuales	  con	  toxoplasmosis	  congénita.	  
Indicadores	   Valores	  Tasas	  en	  el	  embarazo	   0,7-­‐2,8	  %	  	  Tasas	  estimadas	  para	  recién	  nacidos	   3	  -­‐15	  por	  mil	  Nacimientos	  anuales	  esperados	  en	  Colombia	  	   840	  000	  Número	  de	  niños	  infectados	  esperados	   1	  008-­‐3	  360	  	  Sintomáticos	  al	  nacimiento	  	   25	  %:	  84-­‐336	  Asintomáticos	  al	  nacimiento	   75	  %:	  756-­‐2520	  Fuente:	  Elaboración	  propia	  a	  partir	  de	  Gómez	  (2002).	  Se	  menciona	   que	   en	   Colombia	   la	   prevalencia	   de	  T.	   gondii	   aumenta	   con	   la	   edad	   y	   varía	   según	   la	  región	  del	  país.	  Así,	  la	  más	  alta	  se	  presenta	  en	  la	  costa	  atlántica,	  con	  un	  63%,	  comparada	  con	  la	  de	  la	  región	   central,	   donde	   alcanza	   el	   36%	   (Juliao,	   Corredor,	   &	   Moreno,	   1988).	   En	   Brasil	   se	   han	  encontrado	   prevalencias	   que	   oscilan	   entre	   el	   50	   y	   el	   76%,	   y	   la	   frecuencia	   de	   toxoplasmosis	  congénita	   varia	   de	   0,2	   a	   2%	   (Tenter	   et	   al.,	   2000);	  mientras	   tanto	   en	  Colombia,	   se	   han	   reportado	  frecuencias	  de	  toxoplasmosis	  congénita	  del	  0,6	  al	  3%	  	  (Lora	  et	  al.,	  2007).	  En	   400	   trabajadores	   de	   plantas	   de	   beneficio	   de	   Villavicencio,	   Restrepo,	   Bucaramanga,	   Montería,	  Medellín	  y	  Bogotá,	  por	  medio	  de	  la	  prueba	  de	  ELFA	  (Enzyme	  Linked	  Fluorescent	  Assay)	  se	  encontró	  un	  frecuencia	  de	  anticuerpos	  frente	  a	  	  T.	  gondii	  del	  71,8%	  (Montealegre,	  Valbuena,	  Cortes,	  &	  Flórez,	  2009).	  	  A	   nivel	   nacional	   se	   han	   encontrado	   cifras	   de	   seroprevalencia	   a	   T.	   gondii	   de	   60%	   en	   mujeres	  embarazadas	  en	  Armenia	  y	  de	  	  48%	  en	  Manizales	  (López,	  Díaz,	  &	  Gómez,	  2005).	  	  A	  nivel	  local,	  en	  un	  estudio	  en	  Sincelejo	  (Colombia),	  a	  12	  de	  100	  mujeres	  gestantes	  seronegativas	  se	  les	  detectó	  ADN	  de	  
Toxoplasma	  gondii	  mediante	   la	   técnica	  de	  PCR	  en	  sangre	  periférica;	  de	  estas	  mujeres,	   fue	  posible	  localizar	   siete	   para	   determinar	   seroconversión,	   en	   cuatro	   de	   ellas	   se	   detectaron	   títulos	   de	  anticuerpos	  IgG,	   lo	  que	  corresponde	  a	  57,1%	  de	  seroconversión	  en	   la	  mujeres	  gestantes	  positivas	  por	  PCR,	  esto	  demuestra	  la	  alta	  exposición	  al	  parásito	  (Assia,	  Montero,	  Orozco,	  &	  Blanco,	  2009).	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  En	  el	  país,	  el	  5%	  de	  las	  personas	  infectadas	  por	  toxoplasmosis	  presentan	  retino	  coroiditis,	  de	  ellas	  el	  20%	  tiene	  alteraciones	  de	  la	  función	  visual	  (De-­‐La-­‐Torre,	  González,	  Díaz,	  &	  Gómez,	  2007).	  En	  este	  sentido,	  el	  estudio	  “Causas	  de	  ceguera	   infantil	  en	  Cali,	  Colombia	  2005”,	   reporta	  que	  dentro	  de	   las	  principales	  causas	  de	  ceguera	  en	  niños	  que	  estudian	  en	  el	  Instituto	  para	  niños	  ciegos	  y	  sordos	  del	  Valle	   de	   Cauca,	   está	   la	   toxoplamosis	   ocular,	   que	   se	   presenta	   en	   un	   15,3%	   de	   los	   casos,	   con	   una	  prevalencia	  por	  genero	  del	  63,2%	  en	  niñas	  y	  del	  38,8%	  en	  niños	  (Zuluaga,	  Sierra,	  &	  Asprilla,	  2005).	  	  Por	   último,	   en	   un	   estudio	   prospectivo	   en	   el	   departamento	   del	   Quindío	   (Colombia),	   se	   realizó	  seguimiento	  a	  17	  casos	  detectados	  durante	  programas	  de	  tamizaje	  prenatal	  	  o	  neonatal;	  al	  cumplir	  un	  año	  de	  edad,	  el	  47%	  fueron	  sintomáticos,	  se	  presentó	  una	  mortalidad	  del	  11,7%,	  30%	  de	  los	  13	  niños	  a	  quienes	  se	  les	  realizó	  examen	  oftalmológico	  presentaron	  compromiso	  ocular	  y	  36%	  de	  los	  11	  a	  quienes	  	  se	  les	  realizaron	  imágenes	  cerebrales,	  presentaron	  compromiso	  neurológico	  (Gómez,	  2005).	  	  Entre	  tanto	  en	  Popayán	  (Colombia),	  se	  encontró	  una	  frecuencia	  de	  toxoplasmosis	  de	  10,4%	  en	  la	  población	  que	  acude	  al	  servicio	  de	  consulta	  oftalmológica	  (López	  et	  al.,	  2009).	  	  	  
1.1.5 Toxoplasmosis	  humana	  	  	  La	  toxoplasmosis	  humana	  es	  una	  zoonosis	  (Gómez	  et	  al.,	  1995)	  que	  puede	  causar	  linfadenopatía	  y	  encefalitis	  en	  personas	  inmunosuprimidas.	  Solo	  del	  15	  al	  30%	  de	  los	  pacientes	  inmunocompetentes	  presenta	   algún	   síntoma,	  que	   consiste	   generalmente	   en	  un	   síndrome	  ganglionar	  que	   se	   autolimita	  (Frenkel,	  1990).	  Las	  principales	  formas	  clínicas	  de	  acuerdo	  al	  origen	  son:	   la	  toxoplasmosis	  adquirida	  en	  el	   joven	  o	  adulto	   inmunocompetente,	   la	   forma	   congénita	   y	   la	   de	   reactivación.	   La	   primera	   produce	   formas	  ganglionares	   (frecuente)	   y	   oculares	   adquiridas,	   solo	   el	   15%	  de	   los	  pacientes	   son	   sintomáticos;	   la	  forma	   congénita,	   lleva	   a	   secuelas	   neurológicas	   y	   oculares;	   la	   tercera,	   se	   observa	   en	   individuos	  inmunosuprimidos	  por	  SIDA	  o	  por	  terapia	  inmunosupresora;	  la	  toxoplasmosis	  cerebral	  es	  la	  causa	  más	  frecuente	  de	  lesiones	  cerebrales	  focales	  en	  pacientes	  con	  infección	  por	  VIH	  (Gómez,	  2010).	  	  De	   la	   forma	  clínica	  de	   la	  toxoplasmosis	  se	  conocen	  dos	  cuadros	  más	  frecuentes:	   la	   forma	  visceral,	  con	  hepato	  esplenomegalia	  e	  ictericia,	  y	  el	  síndrome	  neurológico,	  que	  se	  acompaña	  de	  daño	  ocular	  (Gómez,	  2010).	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  La	   toxoplasmosis	   fetal	   sigue	   siendo	   una	   enfermedad	   importante	   que	   resulta	   de	   la	   infección	  parasitaria	  aguda	  en	  madres	  no	  infectadas	  previamente;	  las	  consecuencias	  de	  la	  infección	  son	  más	  graves	  si	  se	  produce	  durante	  el	  primer	  trimestre	  de	  la	  gestación	  (Burg	  et	  al.,	  1989).	  	  La	  importancia	  de	  la	  toxoplasmosis	  reside	  principalmente	  en	  la	  forma	  congénita	  y	  en	  la	  reactivación	  en	  personas	   inmunosuprimidas.	  La	   toxoplasmosis	   congénita	  ocurre	   solo	   cuando	  es	  adquirida	  por	  primera	  vez	  durante	  el	  embarazo	  o	  por	  reactivación	  en	  madres	  con	  inmunosupresión,	  el	  riesgo	  de	  transmisión	  depende	  del	  momento	  del	  en	  que	  se	  infecta	  la	  madre,	  siendo	  mayor	  si	  ocurre	  al	  final	  de	  la	  gestación.	  Las	  manifestaciones	   clínicas	   en	   los	   recién	   nacidos	   van	   desde	   la	   tétrada	   de	   Sabin	   (coriorretinitis,	  hidrocefalia,	   calcificaciones	   y	   retardo	   psicomotor)	   a	   un	   cuadro	   visceral	   (hepatoesplenomegalia,	  ictericia),	  similar	  a	  la	  sepsis.	  Los	  niños	  sintomáticos	  al	  nacimiento	  son	  una	  minoría,	  de	  hecho	  el	  75%	  no	  lo	  son,	  las	  secuelas	  son	  de	  aparición	  tardía,	  con	  picos	  de	  presentación	  a	  los	  4-­‐6	  años	  de	  edad	  y	  en	  la	  pubertad;	   estudios	   a	   largo	  plazo	  han	  demostrado	  que,	   sin	   terapia	   adecuada,	   el	   75%	  desarrolla	  coriorretinitis	  y	  el	  50%	  sufrirá	  daño	  neurológico	  años	  o	  décadas	  después,	   la	  coriorretinitis	   lleva	  a	  ceguera	   funcional	   del	   ojo	   afectado	   en	   el	   60%	   de	   los	   casos	   (Gómez,	   2005).	   No	   obstante,	   se	   ha	  demostrado	  que	  el	   desarrollo	  neurológico	  y	   las	   secuelas	  oculares	   son	  menores	   en	  niños	   tratados	  por	   un	   año	   que	   en	   aquéllos	   sin	   tratamiento	   o	   tratados	   solo	   por	   un	  mes,	  más	   aún,	   los	   niños	   con	  compromiso	  neurológico	   y	  ocular	   importante	   al	   nacimiento	  muestran	  una	  mejoría	  notoria	   con	  el	  tratamiento	  adecuado	  (Gómez,	  2005).	  	  En	  la	  toxoplasmosis	  ganglionar	  la	  intensidad	  de	  sus	  manifestaciones	  depende	  probablemente	  de	  las	  dosis	   y	   la	   virulencia	  de	   la	   cepa,	   la	   importancia	   clínica	   radica	   en	  el	  diagnóstico	  diferencial,	   que	   se	  debe	  hacer	  con	  linfoma.	  En	  ocasiones	  se	  pueden	  observar	  casos	  de	  miositis	  y	  miocarditis	  (Gómez,	  2010).	  Se	  ha	  reportado	  en	  pacientes	  con	  trasplantes	  (Cassaing	  et	  al.,	  2006).	  
T.	   gondii	   puede	   causar	   una	   enfermedad	   neurológica	   grave	   o	   la	   muerte,	   tanto	   en	   fetos	   humanos	  como	  en	  pacientes	  inmunosuprimidos	  como	  resultado	  de	  terapias	  con	  medicamentos	  o	  enfermedad	  (Burg	  et	  al.,	  1989).	  En	   las	  últimas	  dos	  décadas	  ha	  ocurrido	  un	  aumento	  dramático	  del	  número	  de	  individuos	   inmunocomprometidos,	  y	  un	  crecimiento	  concomitante	  de	   la	   toxoplasmosis	  severa.	  En	  este	   grupo	   de	   pacientes,	   Toxoplasma	   es	   una	   causa	   frecuente	   de	   lesiones	   focales	   intracerebrales,	  resultantes	  de	  la	  encefalitis	  toxoplásmica.	  Si	  se	  deja	  sin	  tratar,	  la	  encefalitis	  por	  Toxoplasma	  puede	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  ser	  fatal,	  por	  lo	  que	  esta	  enfermedad	  representa	  una	  preocupación	  importante	  en	  la	  comunidad	  de	  pacientes	  y	  expertos	  en	  SIDA	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  Aunque	  el	  tratamiento	  farmacológico	  actual	  (sulfonamidas	  y	  pirimetamina)	  va	  a	  matar	  eficazmente	  la	   etapa	   taquizoíto,	  no	  elimina	   la	   etapa	  bradizoíto	   crónica,	  por	   lo	   tanto,	   se	  necesita	  una	   terapia	   a	  largo	   plazo.	   Los	   efectos	   secundarios	   tóxicos	   de	   estos	   medicamentos,	   en	   combinación	   con	   su	  incapacidad	   para	   eliminar	   la	   infección,	   ponen	   de	   manifiesto	   la	   necesidad	   de	   tratamientos	   más	  seguros	  y	  eficaces	  (Black	  &	  Boothroyd,	  2000).	  
1.1.6 Toxoplasmosis	  animal	  –	  Coccidiosis	  toxoplásmica	  Como	   se	   ha	   descrito	   a	   lo	   largo	   del	   documento,	   los	   hospederos	   definitivos	   del	   T.	   gondii	   son	   los	  félidos.	   El	   ciclo	   biológico	   se	   describe	   en	   dos	   fases:	   enteroepitelial	   (félidos)	   y	   extraintestinal	  (hospederos	  intermediarios).	  	  El	   hospedador	   definitivo,	   al	   infectarse	   por	   vía	   oral	   con	   ooquistes	   esporulados	   o	   quistes	   con	  bradizoítos,	   libera	   en	   la	   luz	   intestinal	   zoítos,	   que	   invaden	   las	   células	   de	   la	   mucosa	   intestinal	  realizando	   hasta	   cinco	   esquizogonias;	   posteriormente	   se	   produce	   la	   gametogonia,	   con	  diferenciación	  de	  macro	  y	  microgametos.	  Tras	  la	  fecundación	  se	  forma	  el	  cigoto,	  que	  se	  reviste	  de	  una	  cubierta	  para	  dar	  lugar	  al	  ooquiste,	  el	  cual	  se	  expulsa	  al	  medio	  ambiente	  con	  las	  heces	  (Figura	  1-­‐6)	  (Cordero	  &	  Rojo,	  2002).	  	  	  Las	   demás	   especies	   animales	   que	   infecta	   T.	   gondii	   se	   consideran	   hospederos	   intermediarios,	   su	  patogénesis	  obedece	  a	  lo	  descrito	  previamente	  respecto	  al	  ciclo	  de	  vida.	  Es	  importante	  mencionar	  que	  la	  toxoplasmosis	  sintomática	  no	  es	  frecuente	  en	  animales	  y	  muchas	  veces	  pasa	  inadvertida	  por	  los	   propietarios;	   son	   pocos	   los	   casos	   agudos	   y	   estos	   no	   presentan	   signos	   específicos,	   generando	  posibles	  diagnósticos	  y	  tratamientos	  equivocados	  (Pérez	  et	  al.,	  2006).	  
1.1.7 Diagnóstico	  Para	   el	   diagnóstico	   de	   toxoplasmosis	   en	   humanos,	   animales	   y	   alimentos,	   se	   realizan	   diferentes	  pruebas:	   por	   métodos	   directos	   como	   examen	   microscópico,	   aislamiento	   in	   vitro	   en	   cultivos	  celulares,	   examen	   histológico	   o	   detección	   de	   ADN	   por	   la	   técnica	   de	   reacción	   en	   cadena	   de	   la	  polimerasa	  (PCR)	  (Rodríguez,	  1998).	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  El	   diagnóstico	   de	   la	   toxoplasmosis	   se	   basa	   fundamentalmente	   en	   el	   laboratorio,	   dada	   la	  inespecificidad	   de	   sus	   síntomas	   y	   del	   cuadro	   clínico.	   La	   serología	   ocupa	   un	   lugar	   importante,	  aunque	  recientemente,	  con	  la	  prueba	  de	  amplificación	  de	  ADN	  por	  PCR,	  ha	  tomado	  importancia	  la	  búsqueda	  de	  parasitemia	  en	  personas	  inmunosuprimidas	  o	  en	  recién	  nacidos	  (Gómez,	  2009).	  La	  serología	  a	  su	  vez	  puede	  buscar	  medir	  anticuerpos	  específicos	  o	  utilizar	   técnicas	  cualitativas	  y	  semicuantitativas,	  como	  el	  western	  blot,	  que	  establezcan	  perfiles	  inmunológicos	  comparados.	  Estos	  perfiles	  inmunológicos	  comparados	  permiten	  distinguir	  entre	  anticuerpos	  maternos	  y	  fetales	  o	  una	  neoproducción	  (Gómez,	  2009).	  Los	   métodos	   serológicos	   indirectos	   como	   inmunofluorescencia	   indirecta	   (IFI)	   y	   ensayo	   por	  inmunoabsorción	   de	   enzimas	   (ELISA),	   son	   sensibles	   para	   la	   detección	   de	   IgG.	   Los	   resultados	  positivos	   indican	   infección	   con	  T.	   gondii	   en	   un	  momento	   indeterminado,	   aunque	   si	   se	   realiza	   un	  seguimiento,	  se	  podrían	  construir	  perfiles	  serológicos	  con	  los	  cuales	  se	  ubicaría	  con	  cierta	  certeza	  la	  fase	  de	  infección	  por	  la	  cual	  se	  atraviesa	  (Rodríguez,	  1998).	  Otro	   método	   serológico	   indirecto	   como	   el	   ensayo	   por	   aglutinación	   inmunoabsorbente	   (ISAGA),	  puede	  revelar	  presencia	  de	  IgM	  e	  IgA,	  la	  prueba	  ELISA	  también	  es	  sensible	  a	  ellos.	  De	  otra	  parte,	  las	  pruebas	   de	   aglutinación	   modificada	   (MAT	   o	   DAT),	   son	   útiles	   en	   estados	   agudos	   y	   detectan	   IgM	  (Rodríguez,	  1998).	  	  Cuando	   una	   mujer	   embarazada	   o	   una	   persona	   inmunodeprimida	   desarrollan	   una	   infección	  primaria,	   se	   requiere	   de	   un	   diagnóstico	   rápido	   y	   preciso	   para	   iniciar	   el	   tratamiento;	   la	   infección	  activa	  no	  siempre	  se	  acompaña	  de	  cambios	  en	  los	  niveles	  de	  anticuerpos	  y	  la	  presencia	  de	  IgM	  no	  indica	  necesariamente	  infección	  reciente	  (Figura	  1-­‐8),	  por	  lo	  tanto,	  el	  diagnóstico	  serológico	  no	  es	  confiable.	   Se	   han	   desarrollado	   técnicas	   de	   biología	   molecular	   como	   la	   aplicación	   de	   la	   PCR,	   un	  método	  sensible,	  específico	  y	  rápido	  para	   la	  detección	  de	  ADN	  de	  Toxoplasma	  gondii	  en	  el	   líquido	  amniótico,	  sangre,	  muestras	  de	  tejido	  y	  líquido	  cefalorraquídeo	  (Reischl	  et	  al.,	  2003).	  Es	  difícil	  el	  diagnóstico	  de	  toxoplasmosis	  con	  los	  hallazgos	  radiológicos,	   la	  histología,	  el	  cultivo	  de	  tejidos	  o	   la	   inoculación	  en	   ratones,	   consumen	  mucho	   tiempo	  o	   son	   	  poco	  prácticos.	  Dado	  que	   los	  títulos	   de	   anticuerpos	   anti-­‐toxoplasma	   a	   menudo	   no	   presentan	   cambios	   o	   disminuyen	   con	   la	  aparición	   de	   los	   síntomas	   clínicos,	   y	   a	   que	   la	  mayoría	   de	   los	   casos	   de	   toxoplasmosis	   son	   activos	  debido	  a	  la	  reactivación	  de	  la	  infección	  latente,	  el	  estado	  serológico	  es	  útil	  únicamente	  con	  el	  fin	  de	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  saber	   si	   el	   paciente	   está	   en	   riesgo	   de	   reactivación.	   Esta	   es	   la	   razón	   por	   la	   que	   la	   demostración	  directa	  del	  parásito	  en	  los	  tejidos	  u	  otros	  fluidos	  biológicos	  por	  PCR,	  es	  un	  avance	  importante	  para	  el	  diagnóstico	  de	  la	  toxoplasmosis	  en	  pacientes	  (Reischl	  et	  al.,	  2003).	  
Figura	  1-­‐8.	  Interpretación	  de	  serología	  de	  T.	  gondii,	  en	  mujeres	  embarazadas.	  
	  Fuente:	  Robert-­‐Gangneux	  &	  Dardé,	  2012.	  La	   reacción	   en	   cadena	   de	   la	   polimerasa	   consiste	   en	   producir	   múltiples	   copias	   de	   una	   región	  seleccionada	   de	   ADN,	   usando	   una	   ADN	   polimerasa;	   pequeñas	   regiones	   de	   ADN	   pueden	   ser	  específicamente	  amplificadas	  en	  grandes	  cantidades	  de	  manera	  sintética	  (Gómez,	  González,	  Castaño	  &	  Patarroyo,	  2011).	  	  La	  técnica	  de	  amplificación	  por	  PCR	  utiliza	  como	  blancos	  de	  amplificación	  genes	  únicos	  o	  repetidos	  como	   el	   gen	   B1	   del	   T.gondii,	   el	   cual	   se	   encuentra	   repetido	   35	   veces	   en	   el	   genoma	   del	   parásito	  (Gómez,	   2010).	   El	   ácido	   desoxirribonucléico	   es	   una	   molécula	   compuesta	   por	   dos	   cadenas	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  complementarias	  de	  polinucleótidos	  que	  forman	  una	  doble	  hélice	  y	  se	  enrollan	  alrededor	  de	  un	  eje	  central	  (Gómez	  et	  al.,	  2011).	  La	   prueba	   de	   PCR	   es	   un	   método	   directo	   para	   la	   detección	   de	   ADN	   de	   T.gondii	   que	   agiliza	   la	  obtención	  de	  resultados,	  pues	  se	  obtiene	  en	  un	  día,	  esto	  en	  comparación	  con	  el	  tiempo	  que	  demora	  la	  inoculación	  en	  ratón,	  que	  es	  de	  tres	  a	  seis	  semanas,	  o	  el	  cultivo	  celular,	  que	  toma	  de	  cuatro	  a	  10	  días	  (Montoya	  et	  al;	  citado	  por	  Ponce	  &	  Gómez,	  2003).	  	  Recientemente	   la	  PCR	  en	   tiempo	  real	  ha	  permitido	  cuantificar	  el	  ADN	  del	  parásito.	  El	  número	  de	  copias	   de	   ADN	   obtenidas	   por	   esa	   técnica	   se	   correlaciona	   con	   el	   pronóstico	   en	   el	   recién	   nacido	  (Gómez,	  2009).	  Se	  ha	  reportado	   la	  detección	  directa	  del	  parásito	   	  por	  medio	  de	   la	  PCR,	  utilizando	  como	  blanco	  el	  gen	  B1	  debido	  a	  su	  carácter	  repetitivo	  (Burg	  et	  al.,	  1989);	  esta	  región	  del	  genoma	  de	  T.	  gondii	  se	  ha	  reportado	   que	   es	   muy	   específica	   y	   sensible	   para	   diagnóstico	   de	   toxoplasmosis	   por	   medio	   de	   la	  técnica	  de	  PCR	  convencional	  (Homan,	  Vercammen,	  De	  Braekeleer,	  &	  Verschueren,	  2000);	  (Reischl	  et	  al.,	  2003).	  Existen	  reportes	  donde	  la	  detección	  de	  Toxoplasma	  basada	  en	  la	  amplificación	  por	  PCR	  fue	  más	  sensible	  que	  el	  bioensayo	  (Aubert	  &	  Villena,	  2009).	  Se	  ha	  amplificado	  y	  detectado	  el	  ADN	  de	  un	  solo	  microorganismo	  a	  partir	  del	  lisado	  celular	  crudo,	  	  el	  nivel	  de	  sensibilidad	  permitido	  reportado	  fue	  de	  10	  parásitos	  en	  presencia	  de	  100.000	  leucocitos	  humanos	  (Burg	  et	  al.,	  1989).	  	  El	   gen	  B1	   está	  presente	   en	   las	  6	   cepas	  de	  T.gondii	  probadas	  hasta	   la	   fecha	   y	   estudios	  previos	  de	  amplificación	  con	  este	  gen	  no	  mostraron	  señal	  de	  amplificación	  frente	  a	  otros	  microorganismos.	  En	  consecuencia,	   la	  combinación	  de	  sensibilidad	  y	  especificidad	  hace	  que	  detectar	  el	  gen	  B1	  por	  PCR	  sea	  un	  método	  muy	  útil	  para	  el	  diagnóstico	  (Burg	  et	  al.,	  1989).	  Otros	  trabajos	  reportan	  la	  comparación	  del	  uso	  de	  los	  genes	  P30,	  B1	  y	  rRNA;	  en	  ellos	  se	  encontró	  que	  al	  usar	  la	  secuencia	  del	  gen	  B1,	  se	  incrementa	  la	  sensibilidad	  de	  la	  prueba,	  y	  que	  es	  menor	  para	  los	  genes	  ribosómicos	  	  (Jones,	  Okhravi,	  Adamson,	  Tasker,	  &	  Lightman,	  2000).	  La	  PCR	  anidada	  permite	  que	  el	  ADN	  amplificado	  en	  una	  primera	  reacción	  pueda	  ser	  reamplificado	  en	   una	   segunda,	   usando	   nuevos	   iniciadores	   que	   hibridan	   con	   una	   zona	   interna	   de	   la	   secuencia	  amplificada,	  esto	  aumenta	  la	  sensibilidad	  de	  la	  prueba	  (Ponce	  &	  Gómez,	  2003).	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  La	   PCR	   fue	   validada	   por	   Ponce	   &	   Gómez	   (2003)	   y	   tiene	   una	   sensibilidad	   de	   10	   fg	   de	   ADN	   de	  
Toxoplasma,	  equivalente	  al	  ADN	  de	  un	  solo	  parásito	  en	  la	  muestra.	  La	  especificidad	  de	  los	  cebadores	  ha	  sido	  bien	  establecida	  y	  no	  se	  conoce	  amplificación	  de	  ADN	  por	  otra	  especie	  (Lora	  et	  al.,	  2007).	  	  Reportes	  sobre	  el	  procesamiento	  de	  muestras	  de	  pacientes	  que	  presentaban	  alteración	  neurológica	  pero	  con	  diagnóstico	  de	  cisticercosis,	  criptococosis,	   tuberculosis	  y	  citomegalovirus,	  no	  obtuvieron	  resultados	  falsos	  positivos	  a	  T.	  gondii,	  por	  lo	  que	  la	  prueba	  de	  PCR	  para	  detección	  del	  gen	  B1	  de	  T.	  
gondii	  cuenta	  con	  una	  especificidad	  del	  100%	  (Ponce	  &	  Gómez,	  2003).	  La	  secuenciación	  de	  ADN	  está	  basada	  en	  métodos	  bioquímicos	  que	  tienen	  como	  objetivo	  conocer	  el	  orden	  de	  los	  nucleótidos	  en	  un	  fragmento	  de	  ADN	  pequeño,	  de	  menos	  de	  500pb;	  requiere	  de	  buena	  concentración	   de	   ADN,	   brinda	   información	   importante	   sobre	   la	   estructura,	   función	   y	   relaciones	  evolutivas	   del	   mismo.	   Se	   han	   desarrollado	   dos	  métodos	   de	   secuenciamiento:	   escisión	   química	   y	  enzimática	  de	  terminación	  de	  cadena,	  siendo	  este	  último	  el	  más	  utilizado;	  junto	  con	  la	  creación	  de	  software,	   facilitan	   el	   análisis	   y	   la	   comparación	   de	   secuencias,	   lo	   que	   ha	   permitido	   el	   desarrollo	  acelerado	  de	  la	  genética	  y	  la	  genómica	  (Gómez	  et	  al.,	  2011).	  	  Actualmente	  los	  protocolos	  de	  secuenciación	  de	  ADN	  emplean	  sondas	  fluorescentes	  para	  el	  marcaje	  y	  la	  secuencia	  es	  leída	  con	  un	  instrumento	  automatizado.	  La	  secuenciación	  de	  ADN	  se	  inicia	  con	  una	  amplificación	   por	   PCR	   de	   la	   región	   de	   interés,	   seguida	   por	   la	   secuenciación	   de	   los	   productos.	   La	  secuenciación	  de	  ADN	  en	  el	   laboratorio	  clínico	  se	   reserva	  para	  aquellos	  casos	  en	  que	  se	   requiere	  secuenciar	   una	   región	   del	   cromosoma	   de	   un	   microorganismo	   y	   que	   puede	   variar	   entre	   cepas	  (Gómez	  et	  al.,	  2011).	  
1.1.8 Control	  	  Los	  programas	  de	  control	  de	  toxoplasmosis	  están	  dirigidos	  a	  disminuir	  el	  número	  de	  madres	  que	  adquieren	   la	   infección	   durante	   el	   embarazo,	   así	   como	   a	   diagnosticar	   rápidamente	   aquellas	   que	  tienen	  una	   primo	   infección;	   paralelamente,	   se	   generan	   acciones	   para	   identificar,	   tratar	   y	   realizar	  seguimiento	   a	   los	   niños	   con	   infección	   congénita,	   en	   el	   sentido	   de	   reducir	   sus	   secuelas	   (Gómez,	  2010).	  Dentro	  de	   las	   estrategias	  del	   control	  de	   la	   toxoplasmosis	   se	   contemplan	   la	  detección	  de	   casos	  en	  recién	   nacidos,	   cuyo	   objetivo	   es	   detectar	   los	   casos	   asintomáticos	   y	   ofrecer	   terapia	   que	   evite	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  secuelas.	  El	  programa	  de	  tamizaje	  neonatal	  se	  puede	  realizar	  en	  conjunto	  con	  el	  de	  hipotiroidismo,	  que	  ya	  está	   legislado	  en	  el	  país.	  Dentro	  de	   las	  ventajas	  de	  esta	  estrategia	  de	  control	  se	  relacionan	  entre	  otras	  el	  menor	  costo,	  pues	  es	  posible	   realizar	   tratamiento	  postnatal	   con	  mejoría	  notoria	  en	  casos	  de	  niños	  con	  compromiso	  neurológico	  y	  ocular;	  debido	  a	  que	  algunas	  madres	  no	  se	  realizan	  control	   prenatal,	   el	   parto	   es	   el	   único	   momento	   para	   poder	   realizar	   la	   detección	   de	   casos.	   El	  diagnóstico	   se	   basa	   en	   la	   detección	   de	   IgM	   o	   IgA	   en	   muestras	   de	   sangre	   al	   momento	   de	   parto,	  detectando	  hasta	  el	  90%	  de	  los	  casos	  si	  se	  usan	  ambas	  (Gómez,	  2010).	  Otra	  estrategia	  de	  control	  es	   la	  detección	  de	  casos	  durante	  el	  embarazo	  con	  el	  objetivo	  de	   iniciar	  tratamiento	   profiláctico.	   Finalmente,	   se	   considera	   la	   educación	   orientada	   a	   las	   mujeres	   en	   edad	  fértil	   y	  durante	   el	   embarazo,	  dirigida	  a	   evitar	   la	   adquisición	  de	   la	   infección;	   sin	   embargo,	   esto	   se	  encuentra	  estrechamente	  relacionado	  con	  las	  condiciones	  generales	  de	  vida	  (Gómez,	  2010).	  	  	  	  	  
1.1.9 Prevención	  Dentro	  de	  las	  medidas	  de	  prevención	  está	  el	  diagnóstico,	  identificación	  y	  tratamiento	  farmacéutico	  de	   los	  hospedadores	  definitivos	  como	  el	  gato	  en	  zonas	  urbanas,	  siendo	  ésta	  una	  medida	  difícil	  de	  implementar	  en	  los	  félidos	  en	  estado	  silvestre.	  	  Con	  la	   intención	  de	  destruir	   formas	  esquizogónicas	  en	  poblaciones	  de	  gatos	  donde	  la	  enfermedad	  	  ha	  afectado	  a	  algún	  individuo,	  se	  han	  usado	  tetraciclinas	  y	  sulfamidinas.	  Como	  terapia	  farmacéutica	  para	   formas	   extra	   entéricas	   en	   gatos,	   está	   dirigido	   el	   uso	   de	   antibióticos	   como	   espiramicina,	  sulfadiazina,	  pirimetamina,	  azitromicina,	  clindamicina	  y	  ciclosporina.	  La	  destrucción	  de	  los	  quistes	  solo	  se	  consigue	  con	  atoparvaquona	  (Euzeby,	  2001).	  	  	  La	   prevención	   en	   los	   animales	   de	   abasto	   o	   de	   consumo	  humano	   se	   enfoca	   principalmente	   en	   las	  medidas	  de	  bioseguridad	  que	  se	  implementen	  en	  las	  explotaciones,	  ya	  que	  el	  uso	  de	  vacunas	  tanto	  en	  gatos	  como	  en	  animales	  de	  consumo	  no	  han	  sido	  efectivas	  (Euzeby,	  2001).	  La	  infección	  humana	  se	  adquiere	  frecuentemente	  por	  ingestión	  de	  carnes	  mal	  cocidas	  o	  a	  través	  de	  elementos	   o	   alimentos	   contaminados	   con	   ooquistes	   de	   Toxoplasma,	   por	   lo	   que	   las	   medidas	   de	  prevención	   se	   encaminan	   a	   recomendaciones	   de	   consumo	   de	   carnes	   cocidas	   a	   temperaturas	  superiores	  a	  60°c	  (hasta	  que	  cambie	  de	  color)	  (Dubey	  et	  al.,	  1990)	  (Dubey,	  2010).	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1.2 Implicaciones	  en	  salud	  pública	  del	  consumo	  de	  carne	  
contaminada	  por	  Toxoplasma	  gondii	  Los	   últimos	   cálculos	   de	   la	   carga	   de	   morbilidad	   de	   la	   toxoplasmosis,	   clasifican	   esta	   enfermedad	  transmitida	   por	   los	   alimentos	   al	   mismo	   nivel	   de	   la	   salmonelosis	   o	   la	   campilobacteriosis.	   La	   alta	  carga	   de	   la	   enfermedad,	   sumada	   a	   los	   decepcionantes	   resultados	   de	   las	   opciones	   de	   tratamiento	  disponibles	  en	  la	  actualidad,	  ha	  dado	  lugar	  a	  que	  se	  pidan	  medidas	  y	  estrategias	  de	  prevención	  más	  eficaces	  (Kijlstra	  &	  Jongert,	  2008).	  La	  trasmisión	  de	  T.	  gondii	  a	  través	  	  del	  consumo	  de	  quistes	  tisulares	  en	  los	  tejidos	  de	  los	  animales	  para	   consumo	   humano	   o	   por	   la	   presencia	   de	   ooquistes	   en	   frutas	   y	   verduras,	   se	   considera	   la	  principal	  forma	  en	  que	  los	  seres	  humanos	  adquieren	  la	  infección	  (Dubey,	  2010).	  En	   un	   experimento,	   Desmonts	   observó	   el	   aumento	   de	   anticuerpos	   contra	   T.	   gondii	   posterior	   al	  consumo	  de	  carne	  poco	  cocida,	  comprobando	  la	  hipótesis	  de	  que	  la	  carne	  poco	  cocida	  transmite	  el	  microorganismo	  (Dubey,	  2010).	  De	  otra	  parte,	  varios	  estudios	  han	  demostrado	  que	  el	  consumo	  de	  carne	  cruda	  o	  mal	  cocida	  es	  un	  importante	  factor	  de	  riesgo	  (López	  et	  al.,	  2005).	  	  Potencialmente	  los	  animales	  de	  sangre	  caliente,	  mamíferos	  y	  aves,	  pueden	  servir	  como	  huéspedes	  intermediarios	   de	   T.gondii,	   convirtiéndose	   en	   posibles	   fuentes	   de	   infección	   para	   los	   humanos	  (Dubey,	   2010).	   Dado	   que	   el	   mayor	   riesgo	   epidemiológico	   está	   en	   los	   animales	   de	   consumo	  tradicional,	  para	   fines	  de	  salud	  pública	  es	   importante	  mencionar	  que	  el	  número	  de	  quistes	  en	   los	  órganos	  varía	  según	  el	  huésped	  intermediario;	  esto	  se	  debe	  al	   tropismo	  del	  parásito	  hacia	  ciertos	  órganos,	   se	   ha	   observado	  una	  mayor	   cantidad	   de	   quistes	   tisulares	   en	   diversos	   tejidos	   de	   cerdos,	  ovejas	  y	  cabras,	  menos	  en	  conejos,	  perros	  y	  caballos,	  y	  rara	  vez	  en	  ganado	  vacuno	  o	  búfalos	  (Tenter	  et	  al.,	  2000).	  	  Existen	   además	   varios	   reportes	   sobre	   la	   asociación	   del	   consumo	   de	   carne	   de	   animales	   silvestres	  como	  fuente	  de	  toxoplasmosis	  en	  humanos;	   la	  presencia	  de	  quistes	  tisulares	  en	  animales	  de	  caza,	  incluyendo	  aves	  pequeñas	  y	  roedores	  silvestres,	  puede	  ser	  fuente	  del	  parásito	  (Dubey,	  2010).	  Dentro	  de	  los	  factores	  postulados	  como	  factores	  de	  riesgo	  de	  infección	  se	  describe	  el	  contacto	  con	  carne	  cruda	  o	  evisceración	  de	  animales	  (Tenter	  et	  al.,	  2000).	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  Los	   pollos	   ingieren	   los	   ooquistes	   del	   suelo,	   convirtiéndose	   en	   hospederos	   intermediarios	  potencialmente	   infectantes	   para	   los	   consumidores	   de	   su	   carne	   (Dubey,	   2010).	   Es	   el	   caso	   de	  Colombia,	   donde	   el	   consumo	   de	   carne	   de	   pollo	   puede	   ser	   una	   fuente	   importante	   de	   infección	  	  asociada	  a	  producciones	  tecnificadas	  o	  comercializaciones	  no	  formales	  de	  productos	  provenientes	  de	  granjas	  poco	  tecnificadas	  o	  de	  producción	  artesanal.	  	  Se	   debe	   tener	   en	   cuenta	   que	   a	   pesar	   que	   los	   cerdos	   se	   consideran	   una	   fuente	   importante	   de	  infección	  humana,	  el	  riesgo	  está	  asociado	  a	   la	   forma	  en	  que	  se	  crían	  y	  al	  contacto	  que	  tengan	  con	  gatos,	  considerándose	  que	  estos	  últimos	  son	  factores	  de	  riesgo	  de	  infección	  para	  los	  cerdos	  (Ortega	  et	  al.,	  2011).	  	  En	  España	  se	  evidenció	  una	  disminución	  de	   la	   seroprevalencia	  en	  cerdos	  estabulados,	   al	   vacunar	  contra	  T.	  gondii	  a	  los	  gatos	  cercanos.	  Las	  medidas	  de	  control	  de	  infección	  de	  cerdos	  para	  consumo	  humano,	   deben	   también	   encaminarse	   a	   prevenir	   y	   controlar	   la	   contaminación	   del	   agua	   que	  consumen	  	  (Mateus,	  Hannon,	  &	  Weigel,	  2002).	  	  Varios	   estudios	   han	   mostrado	   una	   clara	   asociación	   entre	   seropositividad	   de	   los	   cerdos	   para	   T.	  
gondii	   y	   los	   sistemas	   de	   producción	   de	   carne	   de	   cerdo	   que	   están	   accesibles	   a	   otros	   animales	  trasmisores	  del	  parásito,	  como	  gatos.	  Las	  cerdas	  y	  cerdos	  de	  sistemas	  de	  producción	  de	  carne	  que	  tenían	   total	   confinamiento	   en	   instalaciones	   en	   fases	   (parto,	   guardería,	   ceba),	   presentaron	  menos	  probabilidades	  de	   ser	   seropositivos	  para	  T.	  gondii.	  Así	  mismo,	   los	   cerdos	  producidos	  en	   sistemas	  que	  utilizan	  cebos	  o	  trampas	  como	  único	  método	  de	  control	  de	  roedores,	  tenían	  significativamente	  menos	  animales	  seropositivos	  para	  T.	  gondii	  (Kijlstra	  &	  Jongert,	  2008).	  	  La	  reducción	  del	  nivel	  de	  toxoplasmosis	  puede	  tener	  un	  impacto	  directo	  en	  los	  consumidores.	  Por	  otra	  parte,	  garantizar	  a	  los	  consumidores	  la	  seguridad	  de	  la	  carne	  de	  cerdo,	  es	  vital	  para	  continuar	  y	  fomentar	   su	   demanda	   a	   nivel	   nacional	   e	   internacional.	   Por	   otra	   parte,	   hay	   un	   aumento	   de	   la	  concienciación	   de	   los	   consumidores	   acerca	   de	   los	   patógenos	   de	   transmisión	   alimentaria,	   en	  consecuencia,	   la	   demanda	   de	   productos	   alimenticios	   seguros	   es	   creciente.	   T.	   gondii	   incide	   en	   la	  seguridad	  alimentaria,	  pues	  conducir	  a	  la	  reducción	  de	  la	  demanda,	  al	  menos	  en	  el	  corto	  plazo.	  La	  industria	   debe	   evaluar	   los	   métodos	   de	   reducción	   de	   la	   accesibilidad	   del	   gato	   a	   los	   sistemas	   de	  producción	  porcina	  (Kijlstra	  &	  Jongert,	  2008).	  
P á g i n a 	  |	  32	  
	  La	   carne	   puede	   infectar	   a	   las	   personas	   por	   su	  manipulación	   o	  mediante	   contaminación	   cruzada,	  producida	  a	   través	  de	   los	  utensilios	   empleados	  para	  preparar	   los	   alimentos	   (Tenter	  et	   al.,	   2000),	  para	  reducir	  el	  riesgo,	  se	  recomienda	  lavarlos	  con	  agua	  caliente	  y	  detergente	  luego	  de	  usarlos.	  
T.	  gondii	   también	  ha	  sido	  aislado	  en	  carnes	  curadas	  y	  productos	  cárnicos	  como	  salchichas	  crudas,	  salami	  y	  embutidos	  (Charleston	  WAG,	  1994	  y	  Germani	  et	  al.,	  2003;	  citados	  por	  Lora	  et	  al.,	  2007).	  Con	  base	  en	  el	  ciclo	  de	  vida	  conocido	  de	  este	  parásito,	  el	  contacto	  con	  gatos	  y	  el	  consumo	  de	  carne	  poco	  cocida,	  se	  han	  señalado	  como	  factores	  de	  riesgo	  para	  la	  toxoplamosis.	  Con	  el	  fin	  de	  determinar	  la	   existencia	   de	   diferencias	   en	   la	   frecuencia	   e	   importancia	   de	   estos	   factores,	   se	   han	   realizado	  diferentes	  estudios	  de	  casos	  y	  controles	  alrededor	  del	  mundo	  (Gómez,	  2009).	  	  Como	  se	  ha	  mencionado,	  los	  taquizoítos	  tienen	  un	  papel	  importante	  en	  la	  transmisión	  vertical,	  pero	  también	   pueden	   trasmitirse	   por	   vía	   oral;	   aunque	   tienen	   una	  menor	   resistencia	   al	   ácido	   gástrico,	  logran	  sobrevivir	  por	  algún	  tiempo	  en	  soluciones	  acidas	  de	  pepsina	  (Dubey,	  1998).	  En	  situaciones	  especiales,	  como	  en	  los	  niños	  pequeños	  que	  aún	  no	  han	  desarrollado	  bien	  las	  enzimas	  proteolíticas	  o	   en	   adultos	   que	   consuman	   solidos	   que	   puedan	   elevar	   el	   pH	   gástrico,	   se	   puede	   dar	   esta	   vía	   de	  trasmisión	  (Tenter	  et	  al.,	  2000).	  Los	  estudios	  de	  prevalencia	  de	  T.	  gondii	  en	  las	  especies	  de	  consumo	  humano	  son	  de	  gran	  relevancia,	  ya	   que	   el	   consumo	  de	   carne	  mal	   cocida	   se	   considera	   una	   importante	   fuente	   de	   infección	   para	   el	  hombre.	  Adicionalmente	  estos	  estudios	  sirven	  para	  evaluar,	  además	  de	  la	  aparición	  de	  la	  infección,	  el	   riesgo	  al	  que	  están	  expuestos	   los	   seres	  humanos	  que	   comen	  carne	  en	  una	   región	  determinada	  (Fialho	  &	  Pacheco	  de	  Araujo,	  2003).	  Diferentes	  estudios	  apuntan	  al	  consumo	  de	  carne	  cruda	  como	  un	  factor	  de	  riesgo	  muy	  importante	  para	  la	  infección	  por	  Toxoplasma	  en	  mujeres	  embarazadas.	  En	  el	  estudio	  multicéntrico	  europeo,	  se	  reportó	   que	   consumir	   carne	   a	  medio	   cocer	   explica	   entre	   el	   30%	   y	   el	   63%	   de	   las	   infecciones	   en	  diferentes	  partes	  del	  continente	  europeo.	  El	  consumo	  de	  carne	  vacuna	  aumenta	  5,5	  veces	  el	  riesgo	  de	  infección	  en	  Francia	  y	  3,3	  veces	  en	  Noruega	  (López	  et	  al.,	  2005).	  La	   carne	   contaminada	   es	   una	   fuente	   de	   infección	  muy	   importante	   para	   los	   seres	   humanos	   y	   en	  Colombia	   se	   ha	   encontrado	   que	   puede	   ser	   la	   fuente	   de	   infección	   para	   el	   25%	   de	   los	   casos	   de	  toxoplasmosis	   durante	   el	   embarazo.	   En	   este	   sentido,	   un	   estudio	   sobre	   toxoplasmosis	   aguda	   en	  mujeres	   embarazadas	   realizado	   en	   la	   ciudad	   de	   Armenia	   (Quindío),	   mostró	   que	   dentro	   de	   los	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  factores	   de	   riesgo	   para	   infección	   por	   Toxoplasma,	   el	   consumo	   de	   carne	   cruda	   o	   a	   medio	   cocer	  aumentó	  el	  riesgo	  13,2	  veces	  (OR:	  13,2,	  IC95	  %	  1,3-­‐132,	  p=0,01)	  (López	  et	  al.,	  2005).	  	  Hay	  evidencia	  epidemiológica	  que	  indica	  que	  la	  principal	  vía	  de	  infección	  humana	  es	  a	  través	  de	  los	  quistes	   de	   tejido	   que	   se	   encuentran	   en	   la	   carne	   cruda	   o	   poco	   cocida,	   por	   lo	   que	   en	   diferentes	  estudios	  se	  ha	  buscado	  evaluar	  directamente	   la	   frecuencia	  con	   la	  que	  T.	  gondii	  se	  presenta	  en	   los	  productos	  comunes	  de	  carne	  (Aspinall	  et	  al.,	  2002).	  El	  cerdo	  es	  una	  de	  las	  especies	  de	  las	  que	  más	  se	  ha	  aislado	  T.	  gondii,	  razón	  por	  la	  cual	  su	  carne	  ha	  sido	   considerada	   como	   la	   fuente	  más	   importante	   de	   transmisión	   para	   el	   hombre	   (Aspinall	   et	   al.,	  2002);	   adicionalmente,	   el	   hecho	   de	   ser	   la	   más	   consumida	   en	   el	   mundo,	   puede	   incrementar	   su	  importancia	  como	  fuente	  de	  infección	  (Lora	  et	  al.,	  2007).	  Los	  quistes	  pueden	  permanecer	  viables	  en	  los	  tejidos	  de	  animales	  hasta	  por	  tres	  semanas	  a	  4	  ºC	  y	  a	  más	  de	  20	  ºC	  por	  tres	  días,	  y	  pueden	  conservar	  su	  vitalidad	  en	  los	  órganos	  de	  animales	  muertos;	  así,	  en	  el	  cerdo,	  el	  bovino	  y	  el	  pollo,	  los	  quistes	  sobreviven	  entre	  tres	  y	  cuatro	  meses	  en	  el	  corazón	  y	  en	  el	  músculo	  esquelético.	  Estas	  características	  de	  resistencia,	  hacen	  pensar	  que	  la	  infección	  persiste	  a	  lo	   largo	  de	   la	  vida	  económica	  de	  estos	  animales	  de	  abasto	  (Hill	  et	  al,	  2002;	  citado	  por	  Lora	  et	  al.,	  2007).	  Por	  lo	  tanto,	  la	  ausencia	  de	  condiciones	  adecuadas	  de	  higiene	  en	  el	  sitio	  de	  sacrificio	  de	  los	  animales	  de	   consumo	  humano	  y	   la	   deficiencia	   en	   las	   condiciones	  de	  mantenimiento	   y	   crianza	  de	  estos	  animales,	  genera	  la	  presencia	  del	  parásito	  en	  las	  carnes	  (Lora	  et	  al.,	  2007).	  	  Como	  ya	  se	  ha	  mencionado,	  el	  consumo	  de	  carne	  o	  productos	  cárnicos	  mal	  cocidos	  se	  ha	  asociado	  como	  factor	  de	  riesgo	  de	  contraer	  la	  infección	  por	  Toxoplasma,	  por	  lo	  tanto,	  es	  necesario	  el	  análisis	  de	  las	  distintas	  opciones	  para	  controlar	  el	  riesgo	  de	  toxoplasmosis	  humana	  a	  través	  de	  esta	  fuente	  (Kijlstra	   &	   Jongert,	   2008).	   Dentro	   de	   los	   programas	   de	   seguimiento	   y	   vigilancia	   se	   pueden	  implementar	  acciones	  para	  el	  control	  de	  la	  infección	  por	  Toxoplasma	  de	  los	  animales	  de	  granja	  en	  la	  fase	  de	  pre	  –	  cosecha	  o	  antes	  del	  beneficio	  animal,	  como	  medida	  más	  importante	  está	  la	  reducción	  de	  la	  carga	  de	  ooquistes	  del	  medio	  ambiente	  (Kijlstra	  &	  Jongert,	  2008).	  	  Alternativamente,	  se	  puede	  obtener	  carne	  segura	  de	  Toxoplasma	  a	  través	  de	  los	  procedimientos	  de	  descontaminación	  posteriores	  al	  sacrificio	  y	  faenado	  de	  los	  animales,	  actualmente	  la	  congelación	  de	  la	  carne	  puede	  ser	  la	  mejor	  opción,	  aunque	  existen	  nuevas	  tecnologías	  utilizando	  irradiación	  o	  alta	  presión	  como	  alternativas	  prometedoras	  para	  el	  futuro.	  Sin	  embargo,	  la	  influencia	  de	  la	  cultura,	  la	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  religión	   y	   las	   costumbres	   de	  manejo	   de	   alimentos,	   puede	   predisponer	   a	   un	   determinado	   tipo	   de	  carne	  como	  una	  fuente	  importante	  de	  infección,	  lo	  que	  indica	  que	  la	  prevención	  debe	  ser	  adaptada	  de	  acuerdo	  a	  los	  hábitos	  sociales	  en	  diferentes	  regiones	  del	  mundo	  (Kijlstra	  &	  Jongert,	  2008).	  	  Por	   último,	   cabe	   reiterar	   que	   se	   necesita	   hacer	   más	   énfasis	   en	   medidas	   de	   prevención	   de	   la	  infección	  por	  T.	  gondii,	   teniendo	  en	  cuenta	  que	  en	   la	  actualidad	   la	   terapia	  con	  antibióticos	  parece	  tener	   poco	   efecto	   en	   la	   trasmisión	   madre-­‐	   hijo	   y	   que	   existe	   el	   riesgo	   que	   éste	   último	   sufra	   las	  consecuencias	  del	  toxoplasma	  congénito	  (Kijlstra	  &	  Jongert,	  2008).	  	  
1.3 	  Características	  de	  las	  plantas	  de	  beneficio	  animal	  Es	  preciso	  mencionar	  que	  los	  decretos	  2278	  de	  1982	  (Ministerio	  de	  Salud	  Colombia,	  1982)	  	  y	  1036	  de	  1991	  (Ministerio	  de	  Salud	  Colombia,	  1991),	  establecen	  las	  condiciones	  en	  que	  pueden	  llevarse	  a	  cabo	   las	   distintas	   clases	   de	   operaciones	   y	   procedimientos	   en	   las	   plantas	   de	   beneficio	   animal,	   así	  como	  las	  áreas,	  dependencias	  y	  equipos	  básicos	  para	  su	  funcionamiento.	  	  	  	  	  De	  acuerdo	  con	  esta	  normatividad,	  las	  plantas	  de	  beneficio	  Clase	  I	  para	  bovinos	  y	  porcinos,	  deben	  tener	  la	  capacidad	  instalada	  para	  sacrificar	  480	  o	  más	  reses	  y	  400	  o	  más	  cerdos,	  en	  turnos	  de	  ocho	  horas,	  y	  contar	  con	  las	  siguientes	  áreas	  y	  equipos:	  
-­‐ Área	  de	  protección	  sanitaria.	  
-­‐ Vías	  de	  acceso	  y	  patios	  de	  maniobra,	  cargue	  y	  descargue.	  
-­‐ Corrales	  de	  llegada.	  
-­‐ Corrales	  de	  sacrificio.	  
-­‐ Corral	  de	  observación.	  
-­‐ Zona	  de	  lavado	  y	  desinfección	  de	  vehículos.	  
-­‐ Báscula	  para	  ganado	  en	  pie.	  
-­‐ Baño	  para	  ganado	  en	  pie.	  
-­‐ Sala	  de	  oreo	  y	  cuarteo.	  
-­‐ Sala	  de	  sacrificio	  según	  especies.	  
-­‐ Sala	  de	  deshuese	  y	  empaque,	  cuando	  estas	  acciones	  se	  realicen	  en	  la	  planta.	  	  
-­‐ Sistema	  de	  refrigeración.	  
-­‐ Área	  para	  canales	  retenidas.	  
-­‐ Sala	  de	  necropsia	  o	  matadero	  sanitario.	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-­‐ Horno	  crematorio	  o	  incinerador.	  
-­‐ Sección	  especial	  para	  procesamiento	  y	  empaque	  de	  subproductos.	  	  
-­‐ Sección	  de	  calderas	  y	  compresores.	  
-­‐ Depósito	  para	  decomiso.	  
-­‐ Sistema	  aéreo	  para	  sacrificio	  y	  faenamiento.	  
-­‐ Área	  y	  equipo	  para	  escaldado	  de	  cerdos.	  
-­‐ Sala	  aislada	  para	  lavado	  y	  preparación	  de	  vísceras	  blancas.	  
-­‐ Sala	  refrigerada	  para	  almacenamiento	  de	  vísceras	  blancas	  y	  rojas.	  
-­‐ Área	  para	  proceso	  y	  almacenamiento	  de	  cabezas.	  
-­‐ Área	  para	  escaldado	  y	  almacenamiento	  de	  patas.	  
-­‐ Sala	  para	  pieles.	  
-­‐ Báscula	  de	  riel	  para	  pesaje	  de	  las	  canales.	  
-­‐ Sistema	  para	  almacenamiento	  de	  estiércol.	  
-­‐ Oficina	  de	  inspección	  médico-­‐veterinaria.	  
-­‐ Sistema	  de	  tratamiento	  de	  aguas	  residuales.	  
-­‐ Tanque	  de	  reserva	  de	  agua	  potable.	  
-­‐ Almacén	  y	  bodegas.	  
-­‐ Oficinas	  o	  dependencias	  administrativas.	  
-­‐ Área	  para	  servicios	  varios	  y	  mantenimiento.	  
-­‐ Servicios	  sanitarios	  y	  vestidores.	  
-­‐ Cafetería.	  	  Entre	  tanto	   los	  mataderos	  Clase	  II,	  deben	  contar	  con	  una	  capacidad	   instalada	  para	  el	  sacrificio	  de	  320	  o	  más	   reses	  y	  240	  o	  más	   cerdos,	   en	   turnos	  de	  8	  horas,	   y	  deberán	  cumplir	   con	   los	   requisitos	  señalados	  para	  los	  mataderos	  Clase	  I,	  con	  las	  siguientes	  excepciones:	  	  
-­‐ Sala	  de	  cuarteo	  y	  deshuese.	  
-­‐ Zona	   de	   lavado	   y	   desinfección	   de	   vehículos,	   pero	   tendrán	   sistema	   de	   desinfección,	   bomba	  manual	  u	  otro.	  
-­‐ Sala	  de	  necropsia.	  	  
-­‐ Sala	  de	  subproductos	  a	  excepción	  de	  la	  de	  proceso	  de	  sangre.	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  De	   otra	   parte,	   las	   plantas	   de	   beneficio	   de	   aves	   deberán	   cumplir	   con	   los	   requisitos	   a	   la	   luz	   de	   la	  normatividad	   descrita	   anteriormente:	  mataderos	   Clase	   I	   con	   las	   siguientes	   áreas	   y	   dependencias	  básicas	  para	  su	  funcionamiento:	  
-­‐ Área	  de	  protección	  sanitaria.	  
-­‐ Vías	  de	  acceso	  y	  patios	  de	  maniobras,	  cargue	  y	  descargue.	  
-­‐ Área	  de	  recibo,	  pasaje,	  clasificación	  y	  reposo	  de	  aves.	  
-­‐ Zona	  de	  lavado	  y	  desinfección	  de	  vehículos	  y	  guacales.	  
-­‐ Área	  de	  insensibilización	  y	  sangría.	  
-­‐ Área	  de	  escaldado	  de	  aves,	  desplume,	  escalado	  de	  palas	  y	  cabeza.	  
-­‐ Área	  de	  evisceración,	  lavado	  y	  enfriamiento.	  
-­‐ Área	  de	  empaque.	  
-­‐ Área	  para	  pasaje	  y	  despacho.	  
-­‐ Área	  de	  enfriamiento	  y	  congelación.	  
-­‐ Sala	  de	  calderas	  y	  planta	  de	  emergencia.	  
-­‐ Área	  de	  administración.	  
-­‐ Área	  para	  servicios	  varios	  y	  mantenimiento.	  
-­‐ Área	  para	  producción	  de	  hielo.	  
-­‐ Área	  para	  proceso	  de	  subproductos,	  o	  área	  para	  el	  almacenamiento	  de	  los	  mismos	  mientras	  son	  evacuados	  de	  la	  planta.	  
-­‐ Laboratorio.	  
-­‐ Oficina	  de	  inspección	  médico	  veterinaria.	  A	  la	  luz	  del	  Decreto	  2278	  de	  1982	  (Ministerio	  de	  Salud	  Colombia,	  1982),	  la	  refrigeración	  de	  la	  carne	  consiste	  en	  su	  enfriamiento	  en	  una	  temperatura	  no	  inferior	  a	  0°C	  ni	  superior	  a	  4°C	  y	  congelamiento	  a	   -­‐18°C,	   adicionalmente	   se	   menciona	   que	   las	   carnes	   destinadas	   para	   consumo	   local	   deberán	  mantenerse	  a	  0°C	  y	  4°C.	  En	  aves	  después	  de	   la	  evisceración,	  no	  deben	  pasar	  más	  de	  cuatro	  horas	  para	  que	  las	  canales	  adquieran	  una	  temperatura	  interna	  de	  5°C,	  ni	  más	  de	  dos	  horas	  para	  que	  las	  vísceras	  comestibles	  adquieran	  la	  misma	  temperatura.	  	  Es	   importante	   mencionar	   que	   con	   el	   desarrollo,	   aprobación	   y	   adopción	   de	   políticas	   nacionales	  como	   los	   CONPES	   3375	   de	   2005,	   sobre	   Sanidad	   agropecuaria	   e	   inocuidad	   de	   alimentos	   para	   el	  Sistema	  de	  medidas	  sanitarias	  y	  fitosanitarias	  (MSF)	  (DNP-­‐Colombia,	  2005);	  3376	  de	  2005	  para	  las	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  cadenas	   de	   carne	   bovina	   y	   leche	   (DNP-­‐Colombia,	   2005);	   3458	  de	   2007,	   para	   la	   cadena	   porcícola	  (DNP-­‐Colombia,	   2007);	   y	   3468	  de	  2007,	   para	   la	   cadena	   avícola	   (DNP-­‐Colombia,	   2007),	   el	   país	   se	  encuentra	   en	   un	   proceso	   de	   transición	   y	   armonización	   normativa	   con	   el	   fin	   de	   elevar	   su	   estatus	  sanitario	  y	  así	  acceder	  a	  mercados	  internacionales	  a	  través	  de	  tratados	  de	  libre	  comercio.	  Como	  respuesta	  a	  lo	  anterior,	  el	  gobierno	  nacional	  como	  primera	  iniciativa	  estableció	  el	  reglamento	  técnico	  a	   través	  del	   cual	   se	  creó	  el	   “Sistema	  oficial	  de	   inspección,	  vigilancia	  y	  control	  de	   la	  carne,	  productos	   cárnicos	   comestibles	   y	   derivados	   cárnicos	   destinados	   para	   el	   consumo	   humano”	   y	   se	  establecían	   los	   requisitos	   sanitarios	   y	   de	   inocuidad	   que	   debían	   cumplirse	   en	   la	   producción	  primaria,	   el	   beneficio,	   desposte,	   desprese,	   procesamiento,	   almacenamiento,	   transporte,	  comercialización,	  expendio,	  importación	  o	  exportación,	  promulgando	  el	  	  1500	  de	  2007	  (Ministerio	  del	  Interior	  Colombia,	  2007)	  y	  sus	  reglamentos	  técnicos,	  estos	  fueron	  modificados	  posteriormente	  por	   medio	   del	   Decreto	   2270	   de	   2012	   (Ministerio	   de	   Salud	   Colombia,	   2012)	   y	   sus	   resoluciones	  reglamentarias.	  Estos	   últimos,	   con	   vigencia	   para	   su	   cumplimiento	   en	   el	   año	   2016,	   establecen	   los	   requisitos	   de	  instalaciones,	   equipos	   y	   utensilios	   para	   la	   nueva	   clasificación	   de	   las	   plantas	   de	   beneficio,	   que	  cambia	   a:	   plantas	   de	   beneficio	   animal	   de	   categoría	   nacional	   y	   plantas	   de	   beneficio	   animal	   de	  categoría	   de	   autoconsumo	   (o	   plantas	   especiales	   para	   aves).	   Así	  mismo,	   las	   plantas	   con	   destino	   a	  exportación	  deberán	  tener	  un	  sistema	  de	  Análisis	  de	  peligros	  y	  puntos	  críticos	  de	  control	  (HACCP,	  por	  su	  sigla	  en	  inglés)	  aprobado	  por	  el	  Invima,	  el	  cual	  estará	  implementado	  para	  todos	  los	  procesos	  de	   beneficio	   que	   se	   realicen	   en	   el	   establecimiento,	   independiente	   del	   destino	   (exportación	   o	  consumo	  nacional).	  Cada	  una	  de	  las	  áreas	  deberá	  cumplir	  con	  los	  estándares	  de	  ejecución	  sanitaria	  de	   acuerdo	   con	   las	   operaciones	   que	   se	   realicen	   en	   las	  mismas;	   la	   temperatura	  máxima	   a	   la	   que	  puede	   ser	   despachada	   la	   canal	   es	   de	   7°C,	   medida	   en	   el	   centro	   de	   la	   masa	   muscular,	   y	   para	   los	  productos	  cárnicos	  comestibles	  de	  5°C.	  Para	  carne	  y	  productos	  cárnicos	  comestibles	  congelados	  la	  temperatura	  será	  de	  -­‐18ºC	  o	  menor.	  	  
1.4 Estudios	  transversales	  	  Los	   principales	   objetivos	   de	   la	   investigación	   epidemiológica	   son:	   por	   un	   lado,	   describir	   la	  distribución	  de	  las	  enfermedades	  y	  eventos	  de	  salud	  en	  poblaciones	  humanas,	  y	  por	  otro,	  contribuir	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  al	  descubrimiento	  y	  caracterización	  de	  las	   leyes	  que	  gobiernan	  o	  influyen	  en	  estas	  condiciones.	  El	  principal	  objetivo	  de	  la	  epidemiología	  es	  desarrollar	  conocimiento	  de	  aplicación	  a	  nivel	  poblacional,	  y	  por	  esta	  razón	  es	  considerada	  como	  una	  de	   las	  ciencias	  básicas	  de	   la	  Salud	  Pública	  (Hernández,	  Garrido,	  &	  López,	  2000).	  De	  acuerdo	  con	  el	  número	  de	  mediciones	  que	  se	  realizan	  en	  cada	  sujeto	  de	  estudio	  para	  medir	   la	  ocurrencia	  del	  evento	  o	  los	  cambios	  en	  la	  variable	  de	  exposición	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo,	  los	  estudios	  epidemiológicos	   se	   pueden	   dividir	   en:	   a)	   longitudinales,	   cuando	   se	   realizan	   al	   menos	   dos	  mediciones:	  la	  medición	  basal	  para	  determinar	  el	  estado	  inicial	  y	  una	  subsecuente	  para	  determinar	  la	  ocurrencia	  del	  evento,	  y	  b)	  transversales,	  cuando	  se	  realiza	  una	  sola	  determinación	  en	  los	  sujetos	  de	  estudio	  y	  se	  evalúan	  de	  manera	  concurrente	  la	  exposición	  y	  el	  evento	  de	  interés	  (Hernández	  et	  al.,	  2000).	  	  Cuando	  los	  sujetos	  de	  estudio	  son	  seleccionados	  sin	  considerar	  información	  sobre	  la	  exposición	  o	  el	  evento	  y	  la	  ocurrencia	  de	  éstos	  se	  determina	  una	  vez	  conformada	  la	  población	  en	  estudio,	  entonces	  los	  estudios	  se	  denominan	  de	  encuesta,	  aunque	  algunos	  textos	  también	  los	  clasifican	  como	  de	  tipo	  transversal	  (Hernández	  et	  al.,	  2000).	  La	   población	   en	   un	   estudio	   de	   tipo	   transversal	   puede	   ser	   seleccionada	   de	   manera	   aleatoria	   sin	  considerar	   la	  exposición	  o	  el	  evento	  como	  criterios	  de	  selección,	   se	  distingue	  entonces	  porque	  se	  indaga	   sobre	   la	   presencia	   de	   la	   exposición	   y	   la	   ocurrencia	   del	   evento	   una	   vez	   conformada	   la	  población	  en	  estudio,	  y	  porque	  sólo	  se	  hace	  una	  medición	  en	  el	  tiempo	  para	  cada	  sujeto.	  El	  número	  de	   eventos,	   así	   como	   la	   proporción	   de	   sujetos	   con	   la	   exposición,	   están	   determinados	   por	   la	  frecuencia	  con	  que	  ocurren	  éstos	  en	  la	  población	  elegible,	  por	  lo	  tanto,	  quedan	  fuera	  del	  control	  del	  investigador.	  En	  consecuencia,	  este	  tipo	  de	  estudios	  son	  útiles	  para	  la	  planeación	  de	  los	  servicios	  de	  salud	  y	  para	  caracterizar	  el	  estado	  de	  salud	  de	  la	  población	  en	  un	  punto	  en	  el	  tiempo	  (Hernández	  et	  al.,	  2000).	  Dentro	  de	  las	  ventajas	  de	  los	  estudios	  transversales,	  se	  considera	  que	  son	  eficientes	  para	  estudiar	  la	  prevalencia	  de	  enfermedades	  o	  eventos	  en	  la	  población,	  se	  pueden	  estudiar	  varias	  exposiciones,	  son	  poco	  costosos	  y	  se	  pueden	  realizar	  en	  poco	  tiempo.	  Como	  desventajas	  se	  incluyen	  problemas	  para	  definir	  y	  medir	  la	  exposición,	  la	  probabilidad	  de	  sesgos	  de	  selección	  y	  sesgos	  por	  casos	  prevalentes,	  el	   hecho	   de	   que	   la	   relación	   causa	   efecto	   no	   siempre	   es	   verificable,	   la	   sobrerrepresentación	   de	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  enfermos	   con	   tiempos	   prolongados	   de	   sobrevida	   o	   con	  manifestaciones	   con	  mejor	   curso	   clínico	  (Hernández	  et	  al.,	  2000).	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2. Metodología	  
Se	  realizó	  un	  estudio	  epidemiológico	  de	  corte	  transversal	  para	  estimar	  la	  prevalencia	  de	  punto	  de	  la	  infección	  por	  Toxoplasma	  gondii	  en	  la	  carne	  de	  bovinos,	  porcinos	  y	  aves	  procedente	  de	  	  plantas	  de	  beneficio	   animal	   con	   destino	   nacional	   durante	   el	   período	   comprendido	   entre	   octubre	   de	   2011	   y	  julio	  de	  2012	  en	  la	  ciudad	  de	  Bogotá	  D.C.;	  la	  muestra	  utilizada	  fue	  músculo	  obtenido	  del	  diafragma	  de	  bovinos	  y	  porcinos,	  y	  de	  músculos	  abdominales	  de	  aves,	  estas	  se	  tomaron	  una	  vez	  finalizado	  el	  proceso	  de	  sacrificio	  y	  faenado	  de	  los	  animales.	  
Foto	  2-­‐1:	  Área	  de	  almacenamiento	  de	  vísceras	  rojas	  de	  bovinos.	  
	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Original,	  2012	  Para	  el	  caso	  de	  los	  bovinos,	  las	  muestras	  se	  tomaron	  en	  el	  área	  de	  almacenamiento	  de	  vísceras	  rojas	  (Foto	  2-­‐1),	  en	  porcinos,	  en	  el	  salón	  de	  oreo	  de	  canales	  (Foto	  2-­‐2)	  y	  en	  aves,	  a	  la	  salida	  del	  chiller	  o	  tanque	  de	  enfriamiento	  de	  canales	  (Foto	  2-­‐3).	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Foto	  2-­‐2:	  Salón	  de	  oreo	  de	  canales	  porcinas.	  	  	  	  	  	  	  	  Foto	   2-­‐3:	   Salida	   chiller	   o	   tanque	   de	   enfriamiento	  de	  canales	  de	  pollo.	  	  	  	  	  	  
Fuente:	  Originales	  (2012).	  
2.1 Diseño	  operacional	  
2.1.1 Características	  	  	  Se	  estudiaron	  muestras	  de	  animales	  de	  las	  especies	  Bos	  taurus	  e	  Indicus,	  Sus	  scrofa	  y	  Gallus	  gallus,	  seleccionados	  aleatoriamente	  del	  listado	  de	  sacrificio	  presentado	  por	  el	  establecimiento	  durante	  los	  días	  de	  toma	  de	  muestras	  en	  las	  diferentes	  plantas	  de	  beneficio.	  	  Las	   plantas	   de	   beneficio	   animal	   donde	   se	   realizó	   el	  muestreo	   para	   las	   especies	  bovina,	   porcina	  y	  
gallus	  están	  clasificadas,	  de	  acuerdo	  con	  el	  concepto	  sanitario	  emitido	  por	  el	  Invima	  y	  lo	  establecido	  en	  la	  normatividad	  sanitaria	  vigente	  (Decreto	  2278	  de	  1982	  y	  1036	  de	  1991),	  como	  clases	  I	  y	  II.	  Las	  plantas	  de	  ambas	  clases	  distribuyen	  carne	  a	  todo	  el	  territorio	  nacional,	   	  adicionalmente	  las	  Clase	  I	  benefician	   carnes	   tipo	   exportación.	   Así	   mismo,	   de	   acuerdo	   con	   los	   datos	   reportados	   durante	   la	  inspección	   permanente	   oficial	   del	   Invima	   en	   plantas	   de	   beneficio	   animal	   a	   nivel	   nacional,	   en	   la	  ciudad	   de	   Bogotá	   se	   encuentran	   las	   de	   mayor	   volumen	   de	   sacrificio	   para	   la	   especie	   bovina	   y	  porcina.	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2.1.2 Localización	  geográfica	  	  	  Las	   plantas	   de	   beneficio	   animal	   donde	   se	   realizó	   el	  muestreo	   para	   las	   especies	  bovina,	   porcina	   y	  
gallus,	  	  se	  encuentran	  ubicadas	  en	  la	  ciudad	  de	  Bogotá	  D.C.	  	  
2.1.3 Muestra	  	  	  El	  estudio	  se	  desarrolló	  con	  un	  tamaño	  de	  muestra	  definido	  de	  60	  muestras	  por	  especie,	  debido	  a	  los	   costos	   del	   estudio,	   la	   disponibilidad	   de	   los	   establecimientos	   y	   al	   mínimo	   de	   muestra	   viable.	  Partiendo	  del	  listado	  de	  sacrificio	  de	  los	  días	  que	  se	  tomaron	  las	  muestras,	  se	  realizó	  un	  muestreo	  aleatorio	  simple.	  	  
2.2 Sistematización	  de	  la	  información	  	  
Para	   la	   sistematización	  de	   la	   información	   se	  diseñó	  una	  base	  de	  datos	   en	  Excel	   (Anexo	  1)	   con	   la	  siguiente	   información	  para	   cada	  muestra:	   procedencia	   suministrada	  por	   las	   plantas	   de	   beneficio,	  identificación	  asignada,	  resultados	  de	  la	  PCR	  y	  de	  la	  secuenciación.	  
2.3 Procesos	  de	  laboratorio	  o	  tecnológicos	  	  	  
2.3.1 Toma	  de	  muestra	  	  La	  muestra	  que	  se	  utilizó	  fue	  tejido	  musculo	  esquelético,	  tomada	  y	  manipulada	  únicamente	  por	  la	  persona	  que	  realizó	  el	  estudio	  y	  de	  acuerdo	  al	  muestreo	  aleatorio	  practicado	  al	  listado	  de	  sacrificio	  el	   día	   de	   toma	   de	   muestra,.	   Se	   emplearon	   los	   utensilios	   de	   corte	   (cuchillos)	   y	   sistemas	   de	  desinfección	   (esterilizador	   de	   calor	   con	   agua	   más	   82°C	   para	   bovinos	   y	   porcinos,	   solución	   de	  hipoclorito	  de	  sodio	  con	  50ppm	  en	  aves)	  de	  cada	  una	  de	  las	  plantas	  de	  beneficio.	  	  La	   muestra	   consistía	   en	   tomar	   50	   gr	   de	   tejido	   musculo	   esquelético,	   la	   cual	   se	   dispuso	  individualmente	  en	  empaque	  plástico	  no	  estéril,	  de	  primer	  uso,	  con	  cierre	  hermético,	  y	  se	  identificó	  con	  tinta	  indeleble	  refiriéndose	  al	  número	  asignado	  correspondiente,	  como	  se	  relaciona	  en	  el	  Anexo	  1.	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  Las	  muestras	  fueron	  refrigeradas	  a	  4°C	  y	  transportadas	  en	  una	  nevera,	  identificada	  con	  el	  nombre	  de	  la	  estudiante	  del	  proyecto,	  al	  Laboratorio	  de	  Parasitología	  Veterinaria	  de	  la	  Facultad	  de	  Medicina	  Veterinaria	  de	  la	  Universidad	  Nacional	  de	  Colombia,	  donde	  se	  almacenaron	  congeladas	  a	  -­‐18°C.	  	  Posteriormente	  se	  trasladaron	  a	  -­‐18°C	  y	  así	  se	  conservaron	  para	  su	  procesamiento	  en	  el	  Centro	  de	  Investigaciones	  Biomédicas	  de	  la	  Universidad	  del	  Quindío,	  ubicado	  en	  la	  ciudad	  de	  Armenia.	  	  
2.3.2 Procesamiento	  de	  muestras	  	  	  Las	   muestras	   fueron	   procesadas	   por	   la	   persona	   que	   realizó	   el	   estudio	   en	   el	   Centro	   de	  Investigaciones	  Biomédicas	  de	  la	  Universidad	  del	  Quindío,	  en	  la	  Ciudad	  de	  Armenia.	  	  
§ Extracción	  de	  ADN	  	  La	  extracción	  de	  ADN	  se	  realizó	  con	  el	  estuche	  comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	  (USA)	  (Foto	  2-­‐4).	  	  El	  proceso	  de	  extracción	  de	  ADN	  se	  realiza	  con	  los	  pasos	  de	  lisis	  celular,	  lisis	  nuclear,	  precipitación	  de	  proteínas,	  lavado	  de	  alcoholes	  e	  hidratación	  del	  ADN;	  de	  acuerdo	  a	  lo	  reportado	  por	  (Lora	  et	  al.,	  2007),	  se	  modificó	  la	  extracción	  de	  ADN	  realizando	  el	  siguiente	  método:	  	  Lisis	  celular:	  
-­‐ Se	  tomó	  de	  cada	  una	  de	   las	  muestras	   iniciales,	  mediante	  rompimiento	  mecánico	  con	  bisturí,	  5	  gr,	   se	   depositaron	   individualmente	   en	   una	   caja	   de	   Petri	   pequeña	   y	   se	   identificaron	   con	   el	  número	  asignado	  (Foto	  2-­‐5).	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Foto	  2-­‐	  4:	  Estuche	  comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	  (USA).	   Foto	  2-­‐5:	  Muestra	   en	   caja	   de	   Petri	   para	   iniciar	  proceso	  de	  rompimiento	  con	  bisturí.	  
Fuente:	  Originales	  (2012)	  
-­‐ A	   cada	  muestra	   ubicada	   en	   la	   caja	   de	   Petri	   se	   le	   agregó	   1	  mL	   de	   reactivo	   de	   lisis	   celular	   del	  estuche	  comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	  (USA).	  
-­‐ Cada	   una	   de	   las	  muestras	   fue	   pasada	   por	  mortero	   (macerador)	   y	   se	   le	   ejerció	   presión	   física	  aproximadamente	  por	  diez	  minutos	  hasta	  observar	  salida	  de	  líquido	  de	  la	  muestra,	  nuevamente	  se	   le	   adicionó	   1	   mL	   de	   reactivo	   lisis	   celular	   del	   estuche	   comercial	  Wizard	   Genomic	   ADN	   de	  Promega	  (USA)	  y	  se	  retomó	  la	  presión	  física	  por	  aproximadamente	  cinco	  minutos	  más	  (Foto	  2-­‐6).	  
-­‐ Cada	  muestra	   se	   pasó	   nuevamente	   a	   la	   caja	   de	   Petri	   y	   se	   le	   adicionó	   1	   mL	   de	   reactivo	   lisis	  celular	  del	  estuche	  comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	  (USA)	  y	  50	  µL	  de	  Proteinasa	  K	  de	   una	   concentración	   de	   20	  mg/mL	   de	   la	  marca	   Invitrogen	   Corporation	   (USA),	   se	   taparon	   y	  	  dejaron	  a	  temperatura	  ambiente	  por	  diez	  minutos.	  	  
-­‐ Todas	   las	  muestras	   se	   dejaron	   en	   incubación	   una	   noche	   a	   32°C.	   Esto	   como	  modificación	   del	  protocolo	   reportado	   por	   Lora	   et	   al.	   (2007),	   con	   el	   interés	   de	   dar	  más	   tiempo	   de	   acción	   a	   la	  solución	  de	  Lisis	  celular	  y	  de	  la	  proteinasa	  K,;	  al	  día	  siguiente	  pasaron	  a	  37°C	  por	  30	  minutos.	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Foto	  2-­‐6:	  Proceso	  de	  macerado	  en	  mortero.	  	   Foto2-­‐7:	   Paso	   a	   tubo	   de	   Eppendorf	   de	   200	   µL	  líquido	  de	  la	  muestra	  con	  pipeta.	  
	  	  	  	  	  Fuente:	  Originales	  (2012).	  
-­‐ De	  cada	  muestra	  se	  aspiraron	  200	  µL	  líquido	  con	  pipeta	  y	  se	  pasaron	  a	  un	  tubo	  de	  Eppendorf	  de	  2,5	  mL,	  el	  cual	  se	  identificó	  con	  el	  número	  de	  muestra	  asignado;	  se	  centrifugaron	  a	  2.500	  rpm	  por	  cinco	  minutos,	  posterior	  a	  esto	  a	  cada	  tubo	  se	  le	  adicionaron	  250	  µL	  de	  solución	  salina	  y	  se	  centrifugó	  nuevamente	  a	  1.000	  rpm	  por	  diez	  minutos	  (Foto	  2-­‐7).	  Lisis	  nuclear:	  
-­‐ Se	   pasó	   el	   sobrenadante	   de	   cada	   uno	   de	   los	   tubos	   a	   otro	   tubo	   de	   Eppendorf	   de	   2,5	  mL	   y	   se	  identificaron	  de	  acuerdo	  al	  número	  de	  muestra	  asignado;	  se	  adicionaron	  400	  µL	  del	  reactivo	  de	  lisis	  nuclear	  del	   estuche	   comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	   (USA)	  y	   se	   incubaron	  a	  37°C	  por	  20	  minutos,	  se	  dejaron	  reposar	  a	  temperatura	  ambiente	  por	  cinco	  minutos.	  Precipitación	  de	  proteínas:	  
-­‐ A	  cada	  tubo	  se	  le	  adicionaron	  200	  µL	  de	  reactivo	  de	  solución	  de	  precipitación	  de	  proteínas	  del	  estuche	  comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	  (USA),	  se	  agitaron	  por	  20	  segundos	  y	  se	  trasladaron	  por	  cinco	  minutos	  en	  hielo	  dentro	  del	  congelador.	  Posterior	  a	  esto,	  todos	  los	  tubos	  se	  centrifugaron	  a	  13.000	  rpm	  por	  cuatro	  minutos	  (Foto	  2-­‐8).	  Lavado	  con	  alcoholes	  e	  hidratación	  del	  ADN:	  
-­‐ De	  cada	  tubo	  se	  pasó	  el	  sobrenadante	  a	  otro	  tubo	  Eppendorf	  	  con	  la	  identificación	  definitiva	  de	  acuerdo	  al	  número	  de	  muestra	  asignado	  de	  manera	  correspondiente	  y	  se	  adicionaron	  300	  µL	  de	  isopropanol,	  se	  centrifugaron	  a	  13.000	  rpm	  por	  un	  minuto	  (Foto	  2-­‐9).	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Foto	  2-­‐8:	  Área	  de	  extracción	  de	  ADN	  –	  Centrifugado.	  	   Foto	  2-­‐9:	  Identificación	  definitiva	  de	  los	  tubos.	  	  
Fuente:	  Originales	  (2012)	  
-­‐ Se	  procedió	  a	  eliminar	  el	  sobrenadante,	  girar	  suavemente	  el	  tubo	  de	  Eppendorf,	  se	  adicionaron	  200	  µL	  de	  etanol	  al	  70%	  mezclándose	  por	  inversión	  del	  tubo	  y	  se	  centrifugaron	  a	  13.000	  rpm	  por	  un	  minuto.	  
-­‐ Se	   descartó	   el	   etanol	   al	   70%	   invirtiendo	   el	   tubo	   de	   Eppendorf	   sobre	   un	   papel	   absorbente	  durante15	  minutos,	  hasta	  eliminar	  los	  residuos	  de	  etanol	  (Foto	  2-­‐10).	  
	  
Foto	  2-­‐10:	  Descarte	  de	  etanol	  de	  la	  muestra.	  	  	  
Fuente:	  Originales	  (2012)	  	  
Foto	   2-­‐11:	   Almacenamiento	   de	   tubos	  identificados	  con	  ADN	  extraído.	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-­‐ Se	   adicionaron	   a	   cada	   tubo	   de	   Eppendorf	   50	   µL	   de	   reactivo	   de	   solución	   de	   rehidratación	   del	  estuche	  comercial	  Wizard	  Genomic	  ADN	  de	  Promega	  (USA)	  y	  se	  almacenaron	  por	  24	  horas	  en	  refrigeración	  a	  4°C,	  y	  posteriormente	  en	  congelación	  a	  -­‐18°C	  (Foto	  2-­‐11).	  	  
§ PCR	  	  Los	  componentes	  de	  la	  reacción	  de	  PCR	  se	  mezclaron	  bajo	  cámara	  de	  flujo	  laminar	  como	  cámara	  de	  Pre–PCR	   (Foto	   2-­‐12),	   la	   aplicación	   del	   ADN	   se	   realizó	   en	   un	   área	   diferente	   al	   de	   mezcla	   de	  productos	  y	  el	  proceso	  de	  amplificación	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  un	  termociclador	  SensoQuest	  LabCycler	  (Foto	  2-­‐13).	  	  
Foto	  2-­‐12:	  Área	  de	  Pre-­‐PCR.	  	  	   Foto	  2-­‐13:	  Termociclador	  SensoQuest	  LabCycler.	  	  
	  	  	  	  Fuente:	  Originales	  (2013)	  	  Se	   amplificó	   el	   gen	  B1,	   un	   gen	   especifico	   de	  Toxoplasma	   que	   se	   encuentra	   repetido	   varias	   veces,	  utilizando	  la	  metodología	  de	  PCR	  anidada	  descrita	  previamente	  (Ponce	  &	  Gómez,	  2003);	  se	  utilizó	  la	   Taq	   polimerasa	   Go	   Taq®	   Green	   Master	   Mix	   de	   Promega	   Corporation	   (USA)	   a	   la	   cantidad	  recomendada	  en	   el	   inserto.	   Para	   los	   ensayos,	   se	   tuvo	   en	   cuenta	   como	   control	  positivo	  ADN	  de	   la	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  cepa	  RH,	  ADN	  de	  una	  cepa	  de	  T.	  gondii	  de	  gallina	  y	  de	  gato	  aislada	  en	  Colombia	  por	  Dubey	  y	  agua	  ultrapura	   del	   Kit	   de	   la	   Go	   Taq®	  Green	  Master	  Mix	   de	   Promega	   Corporation	   (USA)	   como	   control	  negativo	  (Foto	  2-­‐14).	  	  
Foto	  2-­‐14:	  Montaje	  de	  las	  muestra	  en	  el	  termociclador	  para	  el	  corrido	  de	  la	  PCR	  en	  el	  área	  de	  PCR.	  
	  	  	  Fuente:	  Original	  (2012)	  	  Para	  el	  primer	  amplificado,	  se	  emplearon	   los	  oligonucleótidos	  694	  a	  714	  (Oligo	  N1)	  Toxo	  N1:	  5'	   -­‐	  GGA	  ACT	  GCA	  TCC	  GTT	  CAT	  GAG	  -­‐	  3'	  y	  887	  a	  868	  (Oligo	  C1)	  Toxo	  C1:	  5'	  -­‐	  TCT	  TTA	  AAG	  CGT	  TCG	  TGG	  TC	  -­‐	  3'.	  En	  la	  PCR	  anidada	  se	  utilizaron	  los	  nucleótidos	  757	  a	  776	  (Oligo	  N2)	  Toxo	  N2:	  5'	  -­‐	  TGC	  ATA	  GGT	  TGC	  CAG	  TCA	  CTG	  -­‐	  3'	  y	  853	  a	  831	  (Oligo	  C2)	  Toxo	  C2:	  5'	  -­‐	  GGC	  GAC	  CAA	  TCT	  GCG	  AAT	  ACA	  CC	  -­‐	  3',	  sintetizados	  por	  Invitrogen	  Corporation	  (USA)	  (ver	  Tabla	  2-­‐4).	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Tabla	  2-­‐4:	  Nombres	  y	  secuencias	  de	  cebadores	  (Primers)	  usados	  en	  la	  PCR.	  
Primer	  
Amplificado	  
Oligo	  N1	   Oligonucleótidos	  694	  a	  714	   Toxo	  N1:	  5'	   -­‐	  GGA	  ACT	  GCA	  TCC	  GTT	  CAT	  GAG	  -­‐	  3'	  Oligo	  C1	  	   Oligonucleótidos	  887	  a	  868	   Toxo	  C1:	  5'	   -­‐	  TCT	  TTA	  AAG	  CGT	  TCG	  TGG	  TC	  -­‐	  3'	  
Segundo	  
Amplificado	  
–	  Anidado	  
Oligo	  N2	   Oligonucleótidos	  757	  a	  776	  	   Toxo	  N2:	  5'	   -­‐	  TGC	  ATA	  GGT	  TGC	  CAG	  TCA	  CTG	  -­‐	  3'	  Oligo	  C2	   Oligonucleótidos	  853	  a	  831	  	   Toxo	  C2:	  5'	   -­‐	  GGC	  GAC	  CAA	  TCT	  GCG	  AAT	  ACA	  CC	  -­‐	  3'	  Fuente:	  Elaboración	  propia.	  Para	  el	  gen	  B1	  se	  realizó	  PCR	  anidada,	  la	  cual	  consta	  de	  dos	  fases,	  estandarizado	  bajo	  el	  protocolo	  de	  Ponce	  &	  Gómez	  (2003).	  
-­‐ Fase	   1.	   40	   ciclos	   en	   el	   termociclador,	   primero	   una	   desnaturalización	   inicial	   a	   94°C	   por	   cinco	  minutos,	  seguida	  de	  la	  desnaturalización	  a	  94°C	  por	  un	  minuto,	  anillado	  a	  53°C	  por	  un	  minuto,	  extensión	   a	   72°C	   por	   un	   minuto	   y	   una	   extensión	   final	   a	   72°C	   por	   diez	   minutos;	   para	   esta	  primera	  parte	  se	  utilizan	   los	  cebadores	  N1	  (GGA	  ACT	  GCA	  TCC	  GTT	  CAT	  GAG)	  y	  C1	  (TCT	  TTA	  AAG	  CGT	  TCG	  TGG	  TC).	  
-­‐ Fase	   2.	   Para	   la	   segunda	   fase	   se	   utilizó	   el	   producto	   de	   la	   primera	   amplificación	   con	   14	   ciclos,	  desnaturalización	   inicial	   a	   94°C	   por	   cinco	  minutos,	   desnaturalización	   a	   94°C	   por	   un	  minuto,	  anillado	  a	  53°C	  por	  30	  segundos,	  extensión	  a	  72°C	  por	  30	  segundos	  y	  una	  extensión	  final	  	  a	  72°C	  por	  diez	  minutos;	  en	   la	  segunda	  parte	  se	  usan	   los	  cebadores	  N2	  (TGC	  ATA	  GGT	  TGC	  AGT	  CAC	  TGA)	  y	  C2	  (GGC	  GAC	  CAA	  TCT	  GCG	  AAT	  ACA	  CC).	  Para	  visualizar	  el	  producto	  amplificado	  se	  realizó	  una	  electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa	  (1.3%),	  con	  Buffer	  TBE	  al	  1X	  y	  teñido	  con	  bromuro	  de	  etidio,	  utilizando	  una	  cámara	  electroforética	  horizontal	  (Sigma,	   USA),	   sobre	   una	   carga	   de	   energía	   eléctrica	   de	   50V	   por	   60	   minutos,	   con	   posterior	  visualización	  en	  un	  transiluminador	  de	  luz	  ultravioleta,	  en	  el	  área	  de	  electroforesis	  (Foto	  2-­‐15).	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Foto	  2-­‐15:	  Área	  de	  electroforesis.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Original	  (2013)	  De	   acuerdo	   a	   lo	   reportado	  por	  Vieira-­‐Da-­‐Silva,	  De-­‐Olivera-­‐Mendoca,	  Bergamaschi	   ,	  Domingues,	  &	  Langoni	   (2005),	   el	   riesgo	   de	   contaminación	   se	   reduce	   al	   mínimo	  mediante	   el	   uso	   de	   diferentes	  lugares	  en	  cada	  fase	  del	  análisis	  por	  biología	  molecular,	  así	  como	  por	  el	  uso	  de	  pequeñas	  cantidades	  de	  reactivos	  y	  material	  de	  laboratorio	  desechable.	  
§ Secuenciación	  de	  ADN	  Como	  aporte	  adicional	  al	  estudio,	  se	  secuenciaron	  11	  productos	  de	  las	  muestras	  positivas	  al	  gen	  B1	  de	   la	   PCR	   anidada,	   usando	   un	   sistema	   de	   secuenciamiento	   estandarizado	   en	   los	   laboratorios	  Macrogen	  Inc	  (USA).	  
2.3.3 Procesamiento	  de	  la	  información	  	  Una	   vez	   obtenidos	   los	   resultados	   de	   las	   muestras	   procesadas,	   se	   generó	   una	   base	   de	   datos	  utilizando	   el	   programa	   Microsoft	   Excel®	   2010,	   en	   donde	   se	   tabularon,	   tanto	   la	   información	  obtenida	  durante	  la	  toma	  de	  muestras,	  como	  los	  resultados	  obtenidos	  (Anexo	  1).	  Para	  el	  desarrollo	  de	  las	  prevalencias	  y	  los	  intervalos	  de	  confianza,	  se	  utilizó	  el	  programa	  estadístico	  Stata®	  12.0.	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3. 	  Resultados	  y	  Discusión	  
Se	  obtuvo	  ADN	  en	  180	  muestras	  de	  carne	  en	  la	  ciudad	  de	  Bogotá	  D.C.	  en	  los	  años	  2011	  y	  2012,	  60	  muestras	  de	  cada	  especie:	  bovina,	  porcina	  y	  gallus.	  En	  este	  estudio	  se	  utilizó	  la	  técnica	  de	  PCR	  que	  previamente	  había	  sido	  utilizada	  para	  estimar	  el	  grado	  de	  exposición	  al	  parásito	  de	  estas	  fuentes	  de	  alimento	  humano	  (Aspinall	  et	  al.,	  2002)(Vieira-­‐Da-­‐Silva	  et	  al.,	  2005).	  La	  ventaja	  de	  esta	  técnica	  es	  que	  una	  sola	  metodología	  permite	  hacer	  análisis	  en	  carnes	  de	  diferentes	  especies,	  mientras	  en	  los	  estudios	  basados	  en	  seroprevalencias,	  cada	  especie	  requiere	  un	  anticuerpo	  secundario	  diferente;	  la	  otra	  técnica,	  el	  bioensayo	  utilizando	  ratones,	  permite	  saber	  además	  si	  el	  toxoplasma	  es	  viable,	  pero	  es	  más	   costosa	   y	   prolongada	   de	   realizar,	   y	   no	   siempre	   es	   lo	   suficientemente	   sensible	   (Hill	   et	   al.,	  2002,	  citado	  por	  Lora	  et	  al.,	  2007).	  	  La	  PCR	  para	  el	  gen	  B1	  se	  consideró	  positiva	  cuando	  se	  encontraba	  una	  banda	  única	  de	  97	  pb,	  de	  acuerdo	  a	  lo	  reportado	  por	  Ponce	  &	  Gómez	  (2003)	  (Foto	  3-­‐16	  y	  3-­‐17).	  
Foto	  3-­‐16:	  Electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa	  1.3%4.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Original	  (2013).	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
4	   Pozo	   1:	   Control	   negativo	   mezcla	   de	   PCR	   con	   agua	   ultrapura.	   Pozo	   2:	   Marcador	   de	   peso	   molecular	  HyperLadder	  II	  escala	  de	  50	  –	  2000	  pb.	  Pozo	  3:	  Control	  positivo	  cepa	  de	  referencia	  RH.	  Pozo	  4:	  ADN	  Muestra	  180	   (positiva).	   Pozo	   5:	   ADN	   Muestra	   179	   (positiva).	   Pozo	   6:	   ADN	   Muestra	   178	   (positiva).	   Pozo	   7:	   ADN	  Muestra	  177	  (positiva).	  Pozo	  8:	  ADN	  Muestra	  176	  (positiva).	  
	  C-­‐-­‐	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  MP	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  C+	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  180	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  179	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  178	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  177	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  176	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Foto	  3-­‐17:	  Electroforesis	  en	  Gel	  de	  Agarosa	  1.3%5.	  
	  Fuente:	  Original	  (2013)	  	  
3.1 Análisis	  de	  datos	  	  	  
3.1.1 Prevalencia	  de	  punto	  de	  Toxoplasma	  gondii	  en	  carne	  	  
Los	   resultados	   de	   la	   prevalencia	   de	   punto	   T.	   gondii	   en	   carne	   de	   las	   diferentes	   especies,	   se	  encuentran	  resumidos	  y	  descritos	  en	  la	  Tabla	  3-­‐5.	  
Tabla	  3-­‐5:	  Prevalencia	  de	  punto	  de	  cada	  especie	  en	  el	  total	  de	  	  muestras	  y	  prevalencia	  total.	  
Especie	   Negativo	  No.	   Positivo	  No.	   Prevalencia	  %	   IC	  95%	  Gallus	   27	   33	   55,0	   41,6	   67,8	  Bovina	   38	   22	   36,6	   24,5	   50,1	  Porcina	   36	   24	   40,0	   27,5	   53,4	  
Total	   101	   79	   43,8	   36,5	   51,4	  Fuente:	  Elaboración	  propia.	  De	  180	  muestras	  de	  carne	  de	  bovinos,	  porcinos	  y	  aves,	   se	  detectó	  mediante	   la	   técnica	  de	  PCR	   	  el	  ADN	  del	  parásito	  T.	  gondii	  en	  79	  muestras.	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  Pozo	  1:	  Marcador	  de	  peso	  molecular	  HyperLadder	  escala	  de	  100	  –	  2000	  pb.	  Pozo	  2:	  Control	  positivo	  cepa	  de	  gato	  Colombia	  ADN	  Dubey.	  Pozo	  3:	  ADN	  Muestra	  17	  (negativo).	  Pozo	  4:	  ADN	  muestra	  39	  (positivo).	  Pozo	  5:	  ADN	  muestra	  40	  (positivo).	  Pozo	  6:	  ADN	  muestra	  52	  (positivo).	  Pozo	  7:	  ADN	  muestra	  144	  (positivo).	  Pozo	  8:	  ADN	  muestra	   166	   (negativo).	   Pozo	  9:	  ADN	  muestra	   167	   (negativo).	   Pozo	  10:	  ADN	  muestra	   168	   (positivo).	  Pozo	  11:	  Control	  positivo	  cepa	  de	  gallina	  Colombia	  ADN	  Dubey.	  Pozo	  12:	  Control	  negativo	  mezcla	  de	  PCR	  con	  agua	  ultrapura.	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  La	  prevalencia	  de	  punto	  de	  las	  muestras	  de	  carne	  positivas	  a	  T.	  gondii	  utilizando	  la	  técnica	  de	  PCR,	  en	  el	  presente	  estudio	  fue	  del	  43,8%,	  con	  un	  95%	  de	  confianza	  de	  que	  estas	  carnes	  están	  infectadas,	  	  estos	   porcentajes	   fluctúan	   entre	   el	   36,5%	   y	   el	   51,4%,	  menor	   a	   la	   hallada	   por	   Lora	   et	   al.	   (2007)	  (52,7%),	   pero	   mayor	   a	   la	   encontrada	   por	   Uribe,	   Lora,	   Acosta,	   &	   Gómez	   (2011)	   y	   Campo	   et	   al.	  (2014),	   los	   cuales	   reportan	   un	   prevalencias	   de	   32,4%	   y	   32%,	   respectivamente;	   lo	   anterior,	   con	  referencia	  a	  estudios	  en	  el	  país.	  Respecto	  a	  estudios	  en	  el	  exterior,	  la	  prevalencia	  obtenida	  en	  este	  estudio	  fue	  mayor	  a	  la	  reportado	  por	  Aspinall	  et	  al.	  (2002)	  en	  el	  Reino	  Unido	  (34,7%).	  	  En	  este	  estudio	  se	  encontró	  además	  que,	  de	  60	  muestras	  de	  carne	  de	  cerdo,	  24	  fueron	  positivas	  al	  parásito	   por	   la	   técnica	   PCR,	   lo	   que	   reconfirma	   su	   importancia	   como	   fuente	   de	   transmisión	   de	   la	  infección,	   tal	   como	   se	   refiere	   en	   otros	   estudios	   en	   el	   país	   (Lora	   et	   al.,	   2007)	   (Uribe	   et	   al.,	   2011),	  (Campo	  et	  al.,	  2014).	  Por	   lo	   tanto	   la	   prevalencia	   de	  Toxoplasma	   para	   carne	  de	   cerdo	   ésta	   técnica	   en	   el	   estudio	   fue	   del	  40%,	  igual	  a	  la	  reportada	  por	  Uribe	  et	  al.	  (2011),	  pero	  mayor	  a	  lo	  encontrado	  en	  el	  país	  por	  Herrera	  et	   al.	   (2000)	   (29%)	   y	   Campo	   et	   al.	   (2014)	   (32%),	   así	   como	   en	   Brasil	   por	   Vieira-­‐Da-­‐Silva	   et	   al.	  (2005),	   quienes	   en	   un	   estudio	   realizado	   con	   55	   muestras	   de	   salchichas,	   identificaron	   una	  prevalencia	  de	  27,1%.	  No	  obstante,	  fue	  menor	  a	  las	  prevalencias	  encontradas	  por	  Yai	  et	  al.	  (2003)	  en	  Brasil	  (62,5%)	  y	  por	  Lora	  et	  al.	  (2007),	  quienes	  refieren	  prevalencias	  entre	  el	  70%	  y	  el	  80%	  en	  la	  ciudad	  de	  Manizales	  (Colombia).	  	  En	  este	  estudio	  también	  se	  observó	  una	  prevalencia	  de	  Toxoplasma	  en	  carne	  de	  bovinos	  del	  36,6%,	  	  hallazgo	   similar	   al	   de	   Uribe	   et	   al.	   (2011)	   (40%),	  menor	   al	   de	   Lora	   et	   al.	   (2007)	   en	   la	   Ciudad	   de	  Armenia	  (80%)	  y	  mayor	  al	  de	  Campo	  et	  al.	  (2014)(27,5%).	  Es	  de	  resaltar	  que	  la	  prevalencia	  de	  Toxoplasma	  en	  carne	  más	  alta	  encontrada	  en	  este	  estudio,	  fue	  la	  obtenida	   en	   aves,	   con	   el	   55%.	   Esta	   cifra	   es	  mayor	   a	   la	   obtenida	   por	  Uribe	   et	   al.	   (2011)	   (35%)	   y	  Campo	  et	  al.	  (2014)(35%),	  pero	  menor	  a	  la	  reportada	  por	  Lora	  et	  al.	  (2007)	  para	  la	  carne	  de	  pollo	  en	  la	  ciudad	  de	  Pereira	  (70%).	  Los	  resultados	  de	  diferentes	  estudios	  en	  el	  país,	  comparados	  por	  especie,	  se	  resumen	  en	  la	  Tabla	  3-­‐6.	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Tabla	  3-­‐6:	  Comparativo	  de	  resultados	  positivos	  de	  T.	  gondii	  en	  carne	  en	  estudios	  en	  el	  país.	  
Estudio	  	   Región	  y	  Tipo	  de	  
establecimiento	  
Prevalencia	  
Bovinos	   Porcinos	   Aves	  Herrera	   et	   al.,	  2000	   Bogotá	  D.C	  –	  Planta	  de	  beneficio	   No	  realizado	   29%	   No	  realizado	  Lora	  et	  al.,	  2007	   Eje	  Cafetero	  -­‐	  Expendio	   80%	   70	  –	  80%	   70%	  Uribe	  et	  al.,	  2011	   Eje	  Cafetero	  -­‐	  Expendio	   40%	   40%	   35%	  Campo	  et	  al.,	  2014	   Sincelejo	  –	  Expendio	   27,5%	   32,5%	   35%	  Esta	  Investigación	   Bogotá	  D.C	  -­‐	  	  Planta	  de	  beneficio	   36,6%	   40%	   55%	  Fuente:	  Elaboración	  propia	  a	  partir	  de	  los	  diferentes	  autores.	  	  	  Vale	  la	  pena	  tener	  en	  cuenta	  que	  la	  distribución	  de	  los	  parásitos	  de	  T.gondii	  dentro	  del	  mismo	  tejido	  es	  al	  azar	  y	  que	   la	  densidad	  del	  parásito	  puede	  ser	  baja.	  Por	   lo	   tanto,	  un	  resultado	  negativo	  tiene	  que	   interpretarse	   con	   cuidado	   porque	   es	   posible	   que	   el	   parásito	   esté	   presente	   en	   partes	   no	  examinadas	  del	  tejido	  (Boughattas,	  Ayari,	  Sa,	  Aoun,	  &	  Bouratbine,	  2014).	  
3.1.2 Animales	  muestreados	  	  	  
Hay	  investigaciones	  que	  refieren	  que	  el	  ganado	  vacuno	  es	  más	  resistente	  y	  que	  la	  infección	  por	  T.	  
gondii	  se	  hace	  improbable	  en	  condiciones	  de	  semiestabulación	  (Hill	  et	  al.,	  2002;	  citado	  por	  Lora	  et	  al.,	  2007).	  Sin	  embargo,	  la	  mayoría	  de	  explotaciones	  ganaderas	  en	  el	  país	  corresponde	  a	  ganaderías	  extensivas,	   donde	   los	   animales	   permanecen	   todo	   el	   día	   en	   condiciones	   de	   pastoreo,	   con	   la	  posibilidad	  de	  ingestión	  de	  ooquistes	  de	  T.	  gondii	  eliminados	  por	  felinos	  en	  el	  medio	  ambiente.	  En	  consecuencia,	  en	  el	  país	  debe	  considerarse	  como	  una	  fuente	  de	  transmisión	  para	  los	  consumidores	  que	  tienen	  el	  hábito	  de	  ingerirla	  cruda	  o	  mal	  cocida.	  Las	  aves	  sacrificadas	  en	  la	  planta	  de	  beneficio	  y	  muestreadas	  en	  el	  presente	  estudio,	  provenían	  de	  un	  establecimiento	  con	  un	  sistema	  de	  producción	  intensivo	  (ambiente	  controlado	  –	  galpón	  cerrado)	  y	   con	   certificaciones	   como	   productores	   de	   genética,	   granjas	   de	   reproducción	   tipo	   exportación	   y	  granjas	  de	  engorde	  bioseguras,	  todas	  ellas	  otorgadas	  por	  el	  ICA.	  En	  consecuencia,	  la	  contaminación	  de	   las	   camas	  o	  del	   agua	  de	  bebida	  de	   la	   aves,	   podrían	   ser	   las	  presuntas	   fuentes	  de	   infección	  por	  ingestión	  de	  ooquistes	  de	  T.	  gondii.	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  Para	  la	  prevalencia	  del	  parásito	  en	  las	  especies	  estudiadas,	  deben	  tenerse	  en	  cuenta	  las	  condiciones	  de	  producción	  primaria	   como	  abastecimiento	  y	   tratamiento	  del	   agua	  de	   consumo,	   tipo	  de	   camas,	  sistema	  de	   producción	   intensivo	   o	   extensivo,	   presencia	   de	   otros	   animales,	   especialmente	   felinos,	  entre	  otros	   factores	  que	  pueden	  llegar	  a	  dilucidar	   las	   fuentes	  de	  transmisión	  en	  estas	  especies	  de	  abasto.	   La	   influencia	   de	   estos	   factores	   en	   la	   calidad	   de	   la	   carne	   para	   consumo	   humano	   y	   la	  tendencia	   a	   buscar	   mejores	   condiciones	   de	   producción,	   procesamiento,	   comercialización	   y	  preparación	  de	  la	  carne,	  son	  ejes	  fundamentales	  para	  disminuir	  el	  impacto	  que	  puede	  ocasionar	  la	  infección	  del	  parásito	  en	  la	  población,	  contemplando	  esta	  como	  una	  fuente	  de	  trasmisión.	  	  Como	   se	  mencionó	   en	   la	  metodología	   del	   estudio,	   el	   muestreo	   fue	   aleatorio	   durante	   los	   días	   de	  toma	   de	   muestras	   en	   los	   establecimientos	   seleccionados,	   por	   esta	   razón,	   el	   universo	   de	  procedencias	   de	   los	   animales	   muestreados	   fue	   disperso;	   para	   efectos	   del	   estudio	   se	   decidió	  entonces	  establecer	  departamentos	  o	  regiones,	  y	  	  proceder	  de	  esta	  forma	  a	  analizar	  las	  prevalencias	  de	  muestras	   positivas.	   En	   la	   Tabla	   3-­‐7	   se	   resumen,	   por	   región	   o	   departamento,	   la	   procedencia	   y	  prevalencia	  de	  los	  animales	  muestreados	  por	  especie.	  	  
Tabla	  3-­‐7:	  Prevalencias	  de	  punto	  por	  departamento	  o	  región	  y	  especie.	  	  
Especie	   Departamento	  o	  
Región	  
Negativo	   Positivo	   Total	   Prevalencia	   IC	  95%	  
Gallus	   Boyacá	   10	   6	   16	   37,5%	   15,1%	  -­‐	  64,5%	  Cundinamarca	   13	   23	   36	   63,8%	   46,2%	  -­‐	  79,1%	  Meta	   4	   4	   8	   50%	   15,7%	  -­‐	  84,3%	  
Bovina	   Andina	   10	   3	   13	   23,0%	   5,0%	  -­‐	  53,8%	  Llanos	  Orientales	   28	   16	   44	   36,3%	   22,4%	  -­‐	  52,2%	  Desconocida6	   0	   3	   3	   100%	   29,2%	  -­‐	  100%7	  
Porcina	   Andina	  -­‐	  Llanos8	   13	   23	   36	   35%	   15,3%	  -­‐	  59,2%	  Cundinamarca	   7	   17	   24	   42,5%	   27,0%	  -­‐	  59,22%	  Fuente:	  Elaboración	  propia.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
6	  La	  procedencia	  de	  estos	  animales	  revisando	  el	  sistema	  de	  trazabilidad	  de	  los	  establecimientos	  muestreados	  fue	  sin	  determinar.	  
7	  IC	  al	  97,5%.	  No	  se	  pudo	  determinar	  la	  procedencia	  de	  estos	  animales.	  
8	  Corresponde	  a	  los	  departamentos	  de	  la	  Región	  Andina	  y	  los	  de	  la	  región	  de	  los	  Llanos	  orientales,	  excluyendo	  al	  departamento	  de	  Cundinamarca.	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  Debido	   a	   que	   en	   este	   estudio	   el	   número	   de	  muestras	   agrupadas	   por	   región	   o	   departamento	   fue	  diferente	  para	  cada	  especie,	  y	  a	  su	  vez	  entre	  agrupaciones,	   las	  prevalencias	  de	  punto	  encontradas	  para	  la	  infección	  con	  T.	  gondii	  	  en	  carnes	  de	  consumo	  humano,	  independiente	  de	  la	  especie	  o	  región,	  presentó	  valores	  que	  van	  desde	  el	  23%	  al	  63%,	  como	  se	  observa	  en	   los	  IC	  (ver	  Tabla	  3-­‐7).	  Por	   lo	  tanto	   se	  puede	  decir,	   que	   así	   sea	   en	  un	  bajo	  porcentaje,	   en	   todas	   las	   agrupaciones	   y	   en	   regiones	  objeto	  del	  estudio	  se	  observaron	  muestras	  positivas	  a	  T.	  gondii,	  las	  cuales	  en	  determinado	  momento	  podrían	  ser	  fuente	  de	  infección	  en	  la	  población	  humana.	  Se	  esperaría	  que	  las	  zonas	  con	  prevalencia	  alta	  de	  T.	  gondii	  en	  humanos	  correspondiera	  a	  la	  alta	  en	  animales,	  sin	  embargo,	  esto	  es	  difícil	  de	  determinar	  ya	  que	   la	  carne	  no	  siempre	  se	  consume	  en	   la	  misma	  zona	  en	   la	  que	  son	  sacrificados	   los	  animales,	   como	   lo	  mostro	  este	  estudio	   los	  animales	  de	  procedencia	  de	  las	  plantas	  de	  sacrificio	  y	  el	  destino	  de	  la	  carne	  producida	  es	  variable,	  así	  como	  su	  distribución	  a	  nivel	  nacional.	  Adicionalmente	   T.	   gondii	   puede	   infectar	   a	   través	  de	  dos	  maneras:	   una	   compleja,	   que	   requiere	  de	  huéspedes	   intermediarios	   para	   afectar	   nuevos	   huéspedes	   definitivos,	   y	   que	   a	   su	   vez	   está	  subordinada	   a	   la	   tasa	   de	   depredación	   y	   el	   tamaño	   de	   la	   población	   felina,	   así	   como	   a	   la	  disponibilidad	  de	  presas	  infectadas,	  constituyéndose	  esta	  en	  la	  forma	  más	  efectiva	  de	  transmisión;	  y	  la	  forma	  simple,	  donde	  la	  adquisición	  del	  parásito	  depende	  única	  y	  exclusivamente	  de	  la	  densidad	  poblacional	  de	  los	  huéspedes	  definitivos.	  La	  manera	  como	  las	  personas	  se	  infectan,	  va	  a	  depender	  de	   diferentes	   factores,	   entre	   los	   que	   se	   incluyen	   el	   tipo	   de	   ambiente	   (rural	   o	   urbano)	   y	   factores	  antropológicos	   como	   la	   cultura	   y	   las	   costumbres	   alimenticias.	   El	   grado	   de	   urbanización	   afecta	   la	  prevalencia	   del	   parásito	   y	   el	   mecanismo	   más	   probable	   de	   transmisión,	   en	   el	   ambiente	   rural	  predominará	  la	  infección	  por	  consumo	  de	  carne	  infectada	  y	  en	  el	  urbano	  por	  ooquistes	  ambientales	  (Lélu,	  Langlais,	  Poulle,	  &	  Gilot-­‐Fromont,	  2010).	  Aunque	  en	  este	  estudio	  no	  se	  tuvo	  en	  cuenta	  la	  edad	  de	  los	  animales	  sacrificados,	  para	  las	  especies	  porcinas	   y	   aviar	   la	   edad	   promedio	   de	   sacrificio	   de	   los	   animales	  muestreados	   correspondía	   a	   los	  rangos	   de	   150	   días	   y	   45	   días	   respectivamente,	   es	   decir	   animales	   jóvenes.	   Por	   lo	   tanto,	   se	   puede	  suponer	  que	  la	  infección	  de	  estos	  animales	  está	  ocurriendo	  a	  edades	  muy	  tempranas.	  Para	  el	  caso	  de	  la	  especie	  bovina,	  si	  bien	  para	  algunos	  lotes	  no	  fue	  posible	  realizar	  su	  trazabilidad,	  la	  mayoría	  de	  animales	  correspondían	  edades	  entre	  	  36	  y	  48	  meses,	  es	  decir	  que	  también	  se	  trataba	  de	  animales	  jóvenes.	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3.1.3 Análisis	  de	  secuencias	  de	  los	  productos	  de	  amplificación	  del	  gen	  B1	  
de	  Toxoplasma	  gondii	  	  en	  carne	  de	  consumo	  humano	  
El	   análisis	   incluyó	   11	   secuencias	   de	   nucleótidos	   obtenidas	   por	   amplificación	   por	   PCR	   de	   la	  secuencia	  B1.	  Luego	  de	  chequear	  la	  calidad	  del	  secuenciamiento,	  hubo	  un	  total	  de	  46	  posiciones	  en	  el	  conjunto	  de	  datos	  final	  (Figura	  3-­‐9).	  	  
Figura	  3-­‐9:	  Secuencias	  de	  nucleótidos	  obtenidas	  por	  amplificación	  por	  PCR	  de	  la	  secuencia	  B1.	  
	  Fuente:	  Elaboración	  propia.	  Inicialmente	  se	  generaron	  tres	  grupos	  en	  el	  programa	  correspondientes	  a:	  
-­‐ Grupo	  1	  Cepa:	  Cepas	  de	  referencia.	  
-­‐ Grupo	  2	  Pork:	  Secuencias	  de	  cerdo.	  
-­‐ Grupo	  3	  Chk:	  Secuencias	  de	  aves.	  Determinados	   los	   grupos,	   se	   elaboraron	   las	  matrices	   de	   distancias	   dentro	   de	   cada	   grupo	   y	   entre	  grupos,	  observándose	  (ver	  Tablas	  3-­‐8	  y	  3-­‐9):	  
Tabla	  3-­‐8:	  Distancia	  dentro	  de	  cada	  	  grupo.	  
	  
Distancia	  (d)	  Grupo	  1	  Cepa	   0.000	  Grupo	  2	  Pork	   0.026	  Grupo	  3	  Chk	   0.014	  	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Elaboración	  propia.	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Tabla	  3-­‐9:	  Distancia	  entre	  grupos.	  
	   1	   2	   3	  Grupo	  1	  Cepa	   	   	   	  Grupo	  2	  Pork	   0.017	   	   	  Grupo	  3	  Chk	   0.007	   0.020	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Elaboración	  propia.	  Revisado	   lo	   anterior,	   las	   cepas	   que	   se	   secuenciaron	   de	   los	   diferentes	   organismos	   no	   son	   muy	  diferentes	   de	   acuerdo	   con	   los	   valores	   arrojados	   por	   el	   programa,	   teniendo	   en	   cuenta	   que	   se	  aproximan	  al	  valor	  0.	  El	  análisis	  filogenético	  se	  realizó	  con	  el	  programa	  MEGA5	  (Tamura	  et	  al.,	  2011)	  (Figura	  3-­‐10).	  Para	  la	   construcción	   del	   árbol	   se	   utilizó	   el	   modelo	   de	   Jukes	   y	   Cantor,	   teniendo	   en	   cuenta	   que	   	   las	  secuencias	  generadas	  son	  muy	  	  conservadas	  y	  se	  supone	  que	  la	  tasa	  y	  frecuencias	  de	  mutación	  son	  muy	  similares.	  
Figura	  3-­‐10:	  Árbol	  consenso	  de	  secuencias	  de	  las	  muestras	  de	  ADN.	  Relación	  de	  taxones.	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Fuente:	  Elaboración	  propia.	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  Como	   resultado,	   se	   observa	   polimorfismo	   de	   las	   muestras	   identificadas	   como	   	   Toxo	   48	   (No.	   60	  Porcinos)	  y	  Toxo	  54	  (No.	  167	  Aves),	  comparadas	  con	  las	  otras	  muestras	  secuenciadas,	  incluidas	  las	  cepas	  de	  referencia,	  que	  aportan	  información	  para	  diferenciar	  las	  cepas	  de	  T.	  gondii.	  En	   general,	   pocos	   genotipos	   de	  T.	   gondii	  predominan	   en	   el	   hemisferio	   norte,	   en	   contraste	   con	   el	  hemisferio	  sur,	  donde	  cientos	  de	  genotipos	  coexisten,	  ninguno	  de	  manera	  notablemente	  dominante.	  Hasta	   finales	   de	   2012	   en	   un	   total	   de	   1.457	   muestras	   de	   todo	   el	   mundo	   se	   describieron	   189	  genotipos	  de	  T.	  gondii,	  por	  PCR-­‐RFLP	  se	  han	  identificado	  los	  genotipo	  #1	  (Tipo	  II	  clonal),	  #2	  (tipo	  III),	  #3	  (variante	  tipo	  II)	  y	  #10	  (Tipo	  I)	  (Shwab	  	  et	  al.,	  2014).	  Los	  genotipos	  #2	  y	  #3	  dominan	  en	  África,	  los	  genotipos	  #9	  (chino	  1)	  y	  #10	  son	  frecuentes	  en	  Asia,	  los	  genotipos	  #1,	  #2	  y	  #3,	  son	  frecuentes	  en	  Europa,	  los	  genotipos	  #1,	  #2,	  #3,	  #4	  y	  #5	  dominan	  en	  América	  del	  Norte	  (#4	  y	  #5	  se	  conocen	  colectivamente	  como	  Tipo	  12).	  No	  es	  claro	  el	  dominio	  de	  un	  genotipo	  en	  particular	  en	  las	  cepas	  de	  América	  Central	  y	  de	  Sur	  América,	  aunque	  algunos	  genotipos	  tienen	  frecuencias	  relativamente	  altas.	  Se	  han	  observado	  diferencias	  estadísticas	  entre	  cepas	  de	  T.	  
gondii	  de	  África,	  Asia,	  Europa,	  América	  del	  Norte,	  Centro	  y	  Sur,	  sin	  embargo	  solo	  Europa	  y	  América	  del	  Norte	  exhiben	  una	  diversidad	  similar.	  Adicionalmente	  se	  han	  presentado	  distintas	  estructuras	  de	  la	  población	  de	  T.	  gondii	  y	  diversidad	  en	  su	  distribución	  geográfica	  	  (Shwab	  	  et	  al.,	  2014).	  	  	  Consistente	  con	  lo	  descrito	  anteriormente,	  los	  resultados	  de	  este	  estudio	  reiteran	  la	  diversidad	  en	  la	  distribución	  de	  T.	  gondii	  a	  nivel	  país,	  y	  aunque	  no	  se	  realizó	  una	  genotipificación	  del	  ADN	  de	  T.	  
gondii	  extraído	  de	  las	  muestras	  de	  carne,	   los	  resultados	  de	  la	  secuenciación	  de	  algunos	  productos	  de	   la	   PCR	  del	   gen	  B1,	   indican	   diferencias	  morfológicas	   en	   las	   secuencias	   de	  ADN	  de	  T.	   gondii	  en	  carne	  de	  diferentes	  especies	  y	  entre	  una	  misma	  especie.	  El	   análisis	   de	   secuencias	   de	   los	   productos	   de	   amplificación	   del	   gen	  B1	  de	  Toxoplasma	   gondii	   	   en	  carne	  se	  realizó	  aleatoriamente	  de	  uno	  de	  los	  grupos	  de	  productos	  generados	  durante	  la	  ejecución	  de	  las	  PCR	  en	  el	  estudio,	  lo	  que	  coincidió	  solo	  con	  la	  secuenciación	  de	  productos	  de	  carnes	  de	  aves	  y	  porcinos,	  	  especies	  que	  presentaron	  una	  prevalencia	  de	  punto	  mayor	  en	  el	  estudio.	  	  	  	  	  	  	   	  
P á g i n a 	  |	  62	  
	  	   	  
P á g i n a 	  |	  63	  
	  	  
4.	  Conclusiones	  
En	  este	  estudio	  se	  determinó	  la	  prevalencia	  de	  punto	  encontrando	  T.	  gondii	  en	  la	  carne	  de	  consumo	  humano;	  teniendo	  en	  cuenta	  al	  Toxoplasma	  como	  un	  riesgo	  asociado	  con	  el	  consumo	  de	  carne	  mal	  cocida	  o	  de	  productos	  cárnicos,	   se	  proporciona	  una	  descripción	  y	  análisis	  del	  universo	  amplio	  de	  opciones	  para	  controlar	  el	  riesgo	  de	  desarrollar	  toxoplasmosis	  humana	  a	  través	  de	  esta	  fuente.	  	  Las	   condiciones	   de	   producción	   de	   animales	   de	   consumo	   humano	   en	   el	   país,	   presentan	  características	  que	  permiten	  el	  desarrollo	  del	  ciclo	  de	  vida	  de	  T.	  gondii,	  por	  lo	  que	  la	  detección	  de	  ADN	  de	  este	  parásito	  pudo	  ser	  evidenciada	  en	  la	  carne	  procesada	  en	  las	  plantas	  de	  beneficio	  animal.	  	  Esta	   investigación	  muestra	   una	   alta	   frecuencia	   de	   presencia	   de	   ADN	   de	  T.	   gondii	  en	   los	   tipos	   de	  carne	  bovinos,	  porcinos	  y	  aves,	  que	  han	  sido	  sacrificados	  en	  plantas	  de	  beneficio	  cuya	  distribución	  de	  productos	  de	   consumo	  humano	  es	   a	  nivel	  nacional,	   estos	   resultados	   son	   independientes	  de	   la	  procedencia	   de	   los	   animales,	   lo	   que	   indica	   un	   elevado	   riesgo	   de	   infección	   por	   el	   parásito	   en	   la	  población.	  Los	   resultados	   epidemiológicos	   de	   prevalencia	   de	   T.	   gondii	   en	   la	   carne	   de	   consumo	   humano	  encontrada	   bajo	   las	   condiciones	   del	   presente	   estudio,	   junto	   al	   consumo	   de	   carne	   poco	   cocida,	  establecen	   que	   esta	   es	   una	   importante	   fuente	   de	   infección	   a	   considerar	   en	   los	   humanos.	   En	   este	  sentido,	  dado	  que	  la	  transmisión	  se	  produce	  principalmente	  por	  medio	  de	  transmisión	  alimentaria,	  las	   autoridades	   de	   algunos	   países	   como	   la	   Autoridad	   Europea	   de	   Seguridad	   Alimentaria	   (EFSA),	  reconocen	   a	   la	   toxoplasmosis	   como	   la	   zoonosis	   parasitaria	   con	   la	   más	   alta	   incidencia	   humana	  (Boughattas	   et	   al.,	   2014).	   Por	   lo	   tanto,	   hay	   que	   considerar	   el	   consumo	   de	   carne	   infectada	   poco	  cocida	  como	  un	  importante	  factor	  de	  riesgo	  para	  la	  infección	  humana.	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  En	  nuestro	  país	  los	  estudios	  de	  detección	  del	  parásito	  en	  carne,	  su	  genotipificación,	  su	  correlación	  epidemiológica	  con	  datos	  clínicos	  y	  hábitos	  de	  consumo,	  así	  como	  la	  procedencia	  de	  los	  alimentos	  consumidos,	  deben	  abordarse	  desde	  el	  tema	  de	  país	  y	  no	  como	  estudios	  aislados,	  en	  el	  sentido	  que	  las	   autoridades	   sanitarias	   realicen	   las	   intervenciones	   a	   las	   que	   haya	   lugar	   para	   mitigar	   la	  enfermedad.	  La	  toxoplasmosis	  es	  una	  enfermedad	  que	  pareciera	  estar	  olvidada	  por	  las	  autoridades	  sanitarias	  de	  salud	   y	   producción	   primaria;	   el	   establecimiento	   de	   políticas	   articuladoras	   entre	   ambos	   sectores	  para	  la	  generación	  de	  intervenciones,	  aminoraría	  el	  impacto	  de	  esta	  enfermedad	  en	  la	  salud	  pública.	  Prácticas	   de	   almacenamiento	   y	   conservación	   de	   la	   carne,	   como	   el	   salar,	   se	   sabe	   que	   no	   son	   tan	  efectivas;	  la	  capacidad	  de	  eliminar	  los	  parásitos	  varía	  con	  la	  temperatura	  de	  almacenamiento,	  como	  se	  relacionó	  a	  lo	  largo	  del	  documento.	  Más	  allá	  de	  esto,	  deben	  implementarse	  medidas	  para	  evitar	  la	  diseminación	  de	  los	  ooquistes	  a	  través	  de	  agua.	  Si	   bien	   la	   normatividad	   sanitaria	   vigente	   contempla	   algunas	   intervenciones	   para	   la	   inspección,	  vigilancia	  y	  control	  de	  parásitos	  en	  alimentos	  de	  consumo	  humano,	  y	  la	  normatividad	  en	  carnes	  se	  encuentra	   en	   proceso	   de	   armonización	   -­‐que	   podría	   contemplar	   medidas	   de	   control	   del	  microorganismo	   (congelación	   de	   la	   carne)-­‐,	   el	   sistema	   de	   vigilancia	   de	   casos	   de	   toxoplasmosis	  humana	  y	  animal,	  las	  técnicas	  de	  detección	  del	  parasito	  en	  alimentos	  y	  agua	  de	  consumo,	  	  así	  como	  el	   análisis	   de	   ETA	   con	   relación	   al	   parásito,	   son	   débiles.	   Lo	   anterior	   teniendo	   en	   cuenta	   la	  información	  publicada	  por	  las	  entidades	  encargadas	  de	  la	  vigilancia	  y	  	  control	  del	  país.	  	  	  Por	   otro	   lado,	   deben	   considerarse	   aspectos	   de	   impacto	   económico	   agropecuario	   que	   produce	   la	  toxoplasmosis	   a	  nivel	  nacional,	   entre	   ellas	  pueden	  mencionarse	   las	  pérdidas	   en	   la	  producción	  de	  carne,	   huevos	   y	   leche,	   los	   abortos	   y	   la	   mortalidad	   de	   animales	   en	   crecimiento,	   reproducción	   y	  producción;	  así	  como	  los	  aspectos	  de	  impacto	  veterinario	  y	  sanitario	  como	  el	  diagnóstico	  clínico,	  la	  terapéutica	  efectiva	  y	  de	  carácter	  de	  antropozoonosis	  que	  genera	  la	  infección	  con	  T.	  gondii.	  Las	   investigaciones	   sobre	   los	   parásitos	   en	   los	   alimentos	   y	   su	   impacto	   en	   la	   salud	   pública	   y	   el	  comercio	  internacional,	  deben	  orientarse	  a	  las	  posibles	  combinaciones	  de	  los	  parásitos	  y	  sus	  formas	  infectivas	   en	   los	   productos	   de	   consumo	   humano,	   así	   como	   a	   la	   prevención	   de	   la	   ingestión	   de	  ooquistes	   en	   animales	   de	   producción	   y	   el	   desarrollo	   de	   vacunas	   tanto	   para	   félidos,	   como	   para	  animales	  de	  consumo	  humano	  y	  humanos.	  	  	  
P á g i n a 	  |	  65	  
	  	  El	  alcance	  del	  estudio	  no	  incluía	  los	  efectos	  de	  la	  modificación	  de	  la	  técnica	  de	  extracción	  de	  ADN	  de	  T.	  gondii	  en	  carne,	  sin	  embargo,	  de	  acuerdo	  a	  los	  resultados	  presentados,	  podría	  suponerse	  que	  el	  protocolo	  de	  extracción	  de	  ADN	  no	  generó	  inconvenientes	  que	  afectaran	  la	  PCR.	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5.	  Recomendaciones	  
Los	  mecanismos	  de	  transmisión	  de	  la	  toxoplasmosis	  se	  caracterizan	  por	  tener	  una	  amplia	  variedad,	  lo	  que	  hace	  que	  su	  control	  sea	  complicado	  y	  poco	  eficiente;	  es	  necesario	  entonces	  realizar	  estudios	  sobre	   los	   mecanismos	   de	   infección	   en	   especies	   de	   consumo	   humano,	   para	   establecer	   de	   esta	  manera	  posibles	  intervenciones	  en	  salud	  pública.	  En	   cuanto	   a	   las	  medidas	   de	   control	   y	   prevención,	   se	   deben	   seguir	   contemplando	   la	   detección	   de	  niveles	  de	  IgG	  e	  IgM	  contra	  Toxoplasma	  en	  mujeres	  embarazadas,	  el	  seguimiento	  de	  los	  niveles	  de	  anticuerpos	   para	   personas	   inmunosuprimidas,	   pacientes	   receptores	   y	   donantes	   de	   trasplantes	   y	  sangre,	  etc.;	  para	  la	  población	  en	  general,	  deben	  estimularse	  las	  practicas	  preventivas	  como	  evitar	  la	   manipulación	   de	   heces	   de	   gatos	   o	   su	   realización	   bajo	   medidas	   de	   protección	   como	   el	   uso	   de	  guantes,	   la	   desinfección	   de	   los	   mismos	   y	   de	   los	   utensilios	   en	   contacto	   con	   ellas;	   el	   consumo	   de	  carnes	  bien	  cocidas;	  el	  consumo	  de	  agua	  hervida,	  en	  bolsa	  o	  en	  botella;	  el	  lavado	  y	  desinfección	  de	  frutas	  y	  verduras	  para	  consumo,	  entre	  otras.	  	  Se	  ha	  descrito	  que	  la	  infección	  por	  T.	  gondii	  puede	  dar	  lugar	  a	  encefalitis,	  ceguera,	  deformaciones,	  retraso	  mental	  e	  incluso	  la	  muerte	  en	  humanos,	  dependiendo	  del	  estado	  inmune	  de	  la	  persona	  y	  si	  se	  adquiere	  de	  forma	  congénita.	  Así	  mismo,	  los	  efectos	  en	  medicina	  veterinaria	  son	  principalmente	  aborto	   en	   diferentes	   especies,	   incluyendo	   animales	   de	   abasto	   público,	   y	   generación	   de	   quistes	  tisulares	   como	   posible	   fuente	   de	   infección	   y	   posterior	   zoonosis.	   Adicionalmente,	   Shwab	   et	   al.	  (2014)	  mencionan	  que	   los	   cambios	   en	   el	   comportamiento	   en	   ratones	   con	   toxoplasmosis	   crónica,	  serían	   atribuibles	   a	   la	   inhibición	   de	   la	   función	   neuronal	   y	   a	   la	   alteración	   de	   los	   niveles	   de	  eurotransmisores;	  así	  mismo,	  que	  en	  humanos	  esta	  entidad	  se	  ha	  correlacionado	  con	  esquizofrenia	  y	   trastorno	   bipolar.	   En	   consecuencia,	   cada	   vez	   es	   más	   necesario	   continuar	   los	   estudios	   e	  
P á g i n a 	  |	  68	  
	  investigaciones	  sobre	  la	  biología	  del	  parásito	  y	  las	  fuentes	  de	  infección	  y	  trasmisión	  del	  mismo	  que	  orienten	  las	  intervenciones	  en	  salud	  pública	  y	  sanidad	  animal	  para	  minimizar	  sus	  efectos	  nocivos.	  Para	  la	  prevalencia	  del	  parásito	  en	  las	  especies	  estudiadas,	  deben	  tenerse	  en	  cuenta	  las	  condiciones	  de	   producción	   primaria	   como	   el	   abastecimiento	   y	   tratamiento	   del	   agua	   de	   consumo	   y	   el	   tipo	   de	  camas,	   el	   sistema	   de	   producción	   intensivo	   o	   extensivo,	   la	   presencia	   de	   otros	   animales,	  especialmente	  felinos,	  entre	  otros	  factores	  que	  pueden	  llegar	  a	  dilucidar	  las	  fuentes	  de	  transmisión	  en	  estas	  especies	  de	  abasto.	  	  Para	   la	   extracción	   de	   ADN	   de	   T.	   gondii	   en	   tejidos,	   se	   recomendaría	   realizar	   estudios	   en	   el	   país	  usando	  purificadores	  de	  ADN	  como	  CTAB,	  fenol,	  o	  BSA,	  sin	  embargo	  el	  ADN	  extraído	  en	  este	  estudio	  fue	  lo	  suficientemente	  puro	  y	  no	  se	  produjo	  ninguna	  inhibición	  durante	  la	  reacción	  de	  PCR.	  Adicionalmente,	   es	   necesario	   realizar	   investigaciones	   que	   comparen	   diferentes	   protocolos	   de	  extracción	  de	  ADN	  y	  su	  relación	  con	  los	  resultados	  obtenidos,	  tanto	  en	  cantidades	  de	  ADN	  como	  en	  la	   amplificación	   de	   	   genes	   de	   T.	   Gondii;	   esto	   con	   el	   interés	   de	   perfeccionar	   los	   protocolos	   de	  extracción	  y	  recuperación	  de	  ADN	  de	  tejidos.	  	  Sin	   embargo,	   la	   fuente	   de	   la	   cual	   un	   individuo	   se	   ha	   infectado	   con	   T.	   gondii	   no	   puede	   ser	  discriminada	   a	   través	   de	   pruebas	   de	   laboratorio.	   Como	   se	   mencionó	   a	   lo	   largo	   del	   documento,	  algunos	   estudios	   epidemiológicos	   han	   señalado	   a	   la	   carne	   cruda	   como	   el	   factor	   de	   riesgo	   más	  importante	   para	  mujeres	   embarazadas,	   no	   obstante	   es	   preciso	   tener	   en	   cuenta	   que	   el	   hecho	  que	  algunas	  personas	  vegetarianas	  resulten	  infectadas,	  denota	  un	  papel	  importante	  de	  la	  infección	  por	  el	  consumo	  de	  ooquistes	  en	  otros	  	  productos	  contaminados	  tales	  como	  el	  agua.	  La	   transmisión	   de	   la	   toxoplasmosis	   trasciende	   el	   contacto	   con	   gatos,	   sin	   embargo,	   deben	  considerarse	  medidas	  de	   control	   con	   respecto	   a	   los	   felinos,	   tales	   como	  el	  manejo	  de	  poblaciones	  silvestres;	   se	   hace	   necesario	   además,	   obtener	   una	   vacuna	   para	   felinos	   que	   contribuya	   a	   la	  disminución	  de	  la	  carga	  de	  ooquistes	  infectantes	  presentes	  en	  el	  ambiente.	  A	   partir	   de	   los	   resultados	   encontrados	   en	   este	   estudio,	   se	   recomienda	   determinar	   los	   niveles	   de	  infección	  de	  las	  carnes	  de	  consumo	  humano	  en	  el	  país,	  incluyendo	  las	  de	  otras	  especies	  aprobadas	  por	  el	  Ministerio	  de	  Salud	  como	  la	  carne	  de	  equino,	  avestruz,	  conejo,	  entre	  otras.	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  Por	   otro	   lado,	   algunos	   estudios	   reportan	   la	   disminución	   en	   la	   seroprevalencia	   de	   Toxoplasma,	  posiblemente	   atribuida	   a	   la	   modernización	   de	   los	   sistemas	   de	   producción	   de	   las	   especies	   de	  consumo	  humano,	  que	  resultan	  en	  una	  menor	  prevalencia	  de	  quistes	  de	  Toxoplasma	  en	  la	  carne	  y	  en	  la	  combinación	  con	  un	  mayor	  uso	  de	  la	  carne	  congelada	  y	  cocida	  por	  parte	  de	  los	  consumidores.	  En	   consideración	   a	   lo	   anterior,	   es	   importante	   realizar	   una	   revisión	   y	   actualización	   de	   las	  normatividades	   en	   producción	   primaria,	   en	   el	   sentido	   de	   reforzar	   las	   actividades	   del	   ICA	   en	   el	  manejo	   y	   prevención	   en	   finca,	   así	   como	   reforzar	   los	   temas	   de	   conservación,	   manipulación	   y	  preparación	  de	  alimentos	  en	  los	  consumidores.	  De	   acuerdo	   a	   lo	   revisado	   a	   lo	   largo	   del	   documento,	   los	   últimos	   brotes	   por	   Toxoplasma	   se	   han	  relacionado	  con	  el	  consumo	  de	  agua	  contaminada	  con	  ooquistes,	  sin	  embargo,	  la	  contaminación	  de	  estas	  fuentes	  se	  restringe	  a	  los	  sitios	  de	  defecación	  de	  los	  félidos;	  en	  consecuencia,	  se	  recomiendan	  estudios	  de	  calidad,	  inocuidad	  y	  de	  los	  posibles	  tratamientos	  a	  las	  fuentes	  de	  agua	  para	  el	  consumo	  humano	  y	  de	  	  los	  animales	  de	  abasto.	  	  Las	  formas	  en	  que	  T.	  gondii	  infecta	  a	  los	  seres	  humanos	  son	  diversas;	  de	  acuerdo	  al	  estado	  de	  salud	  de	  la	  persona,	  la	  enfermedad	  puede	  tener	  consecuencias	  desastrosas.	  Son	  pocos	  los	  casos	  en	  que	  la	  fuente	   de	   transmisión	   es	   identificada,	   aun	   así,	   evitar	   las	   fuentes	   de	   transmisión	   por	   consumo	   de	  carnes	   contaminadas,	   puede	   prevenir	   la	   infección.	   Por	   esta	   razón.	   intervenciones	   como	   la	  inspección,	   vigilancia	   y	   control	   de	   T.	   gondii	   en	   los	   sistemas	   de	   producción	   de	   los	   animales	   de	  consumo	  humano	  y	   en	   las	  prácticas	  de	  manufactura	  y	  expendio	  de	  alimentos	  en	  general,	  pueden	  contribuir	  a	  una	  disminución	  de	  la	  enfermedad.	  Si	  bien	  este	  estudio	  no	  contempla	  los	  derivados	  cárnicos,	  estos	  son,	  a	  la	  luz	  Decreto	  1500	  de	  2007	  (Ministerio	  del	   Interior	  Colombia,	  2007),	  productos	  que	  utilizan	  en	   su	  preparación	  carne,	   sangre,	  vísceras	   y	   otros	   productos	   comestibles	   de	   origen	   animal,	   adicionando	   o	   no	   aditivos,	   especies	  aprobadas	   y	   otros	   ingredientes	   de	   las	   especies	   animales	   autorizadas	   para	   consumo	  humano,	   con	  frecuencia	   son	  de	  mezcla	  de	   carnes	  de	  diferentes	   especies,	   e	   incluyen	  animales	  de	  mayor	   edad	  o	  viejos.	  En	  consecuencia,	  la	  posibilidad	  de	  infección	  con	  Toxoplasma	  en	  tales	  materias	  primas	  puede	  verse	   aumentada	   y	   por	   ende,	   la	   producción	   de	   carnes	   contaminadas;	   por	   ello	   se	   recomienda	  realizar	  estudios	  epidemiológicos	  que	  consideren	  y	  valoren	  el	  riesgo	  de	  infección	  en	  humanos	  por	  el	  consumo	  de	  estos	  productos.	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  Realizar	  una	  revisión,	  modificación	  y	  ajuste	  de	  las	  regulaciones	  sanitarias	  del	  país	  para	  alimentos,	  de	   manera	   que	   se	   incluya	   T.	   gondii	   en	   los	   actuales	   planes	   de	   muestreo.	   En	   la	   actualidad	   las	  regulaciones	   sobre	   muestreos	   y	   líneas	   bases	   se	   aplican	   para	   algunas	   bacterias	   que	   representan	  riesgo	  de	  contaminación	  por	  medio	  de	  alimentos.	  	  La	  globalización,	  el	  aumento	  de	  tratados	  de	  libre	  comercio	  y	  la	  alta	  circulación	  de	  materias	  primas	  y	  alimentos,	   hacen	  parte	  de	   las	  principales	  preocupaciones	  de	   la	  Organización	  Mundial	   de	   la	   Salud	  (OMS)	   y	   de	   la	   Organización	   de	   las	   Naciones	   Unidas	   para	   la	   Alimentación	   y	   la	   Agricultura	   (FAO)	  cuando	  se	  habla	  de	  la	  presentación	  de	  parásitos.	  A	  nivel	  mundial,	  estas	  organizaciones	  han	  reunido	  a	   expertos	   en	   temas	   investigativos	   para	   conformar	   un	   grupo	   de	   trabajo	   que	   aborde	   el	   riesgo	   de	  transmisión	   de	   parásitos	   por	   alimentos	   (FAO/OMS,	   2014),	   este	   esfuerzo	  merece	   ser	   trasferido	   a	  nivel	  del	  país	  y	  la	  región.	  	  En	  el	  sector	  agropecuario	  de	  nuestro	  país,	  deben	  surgir	  criterios	  y	  exigencias	  por	  medio	  de	  mayores	  controles	  de	  calidad	  para	  demostrar	  que	  los	  productos	  colombianos	  no	  representan	  riesgo	  para	  la	  salud	  en	  la	  trasmisión	  del	  T.	  gondii.	  Como	   se	   describió	   en	   este	   documento,	   en	   la	   carne	   se	   presentan	   problemas	   de	   trasmisión	   de	  enfermedades,	   entre	   ellos	   el	   riesgo	   grande	   generado	   por	   el	   Toxoplasma;	   dicho	   riesgo	   está	  clasificado	  en	  cuarto	  lugar	  de	  prioridad	  a	  nivel	  mundial	  (FAO/OMS,	  2014),	  debido	  a	  la	  preocupación	  que	  genera	  la	  presencia	  de	  casos	  en	  consumidores	  europeos	  con	  cepas	  de	  Suramérica,	  esto	  por	  el	  consumo	  de	  carne	  importada	  de	  ese	  origen.	  Es	  necesario	  adelantar	  estudios	  para	  conocer	  cuál	  es	  la	  fuente	  de	  contaminación	  para	  los	  animales	  de	  consumo	  humano,	  que	  probablemente	  se	  están	  contaminando	  a	  través	  del	  agua	  y	  el	  manejo	  en	  granjas	   (camas	  de	   los	   galpones	  y	   encierros	  de	   los	   animales).	  De	  acuerdo	  a	   este	   estudio,	   entre	  un	  40%	  y	  60%	  de	  la	  carne	  de	  res,	  cerdo	  y	  pollo	  está	  contaminada	  por	  Toxoplasma,	  por	  esta	  razón	  es	  necesario	  realizar	  los	  trabajos	  pertinentes	  para	  determinar	  cómo	  se	  puede	  disminuir	  la	  infección	  en	  estos	   alimentos,	   y	   así	   evitar	   posibles	   problemas	   en	   los	   procesos	   de	   exportación.	   Así	   mismo,	   se	  requieren	  estudios	  que	  exploren	  esta	  condición	  en	  la	  carne	  y	  los	  subproductos	  y	  derivados	  cárnicos	  importados.	  Es	  necesario	  realizar	  estudios	  donde	  se	  determine	  si	   los	  costos	  de	   las	  actividades	  de	  intervención	  contra	   la	   infección	   con	  T.	   gondii	   en	   humanos	   y	   en	   animales	   están	   o	   no	   justificados	   (estudios	   de	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  costo	  eficiencia),	  así	  como	  estudios	  que	  identifiquen	  la	  manera	  más	  eficaz,	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  económico,	  de	  alcanzar	  los	  objetivos	  de	  las	  intervenciones	  frente	  a	  la	  enfermedad	  con	  Toxoplasma	  (estudios	  de	  costo	  eficacia).	  En	  el	  marco	  de	   las	  evaluaciones	  económicas	  de	   las	   intervenciones	  en	  salud,	   estos	   estudios	   permitirían	   evaluar	   y	   justificar	   la	   inversión	   en	   programas	   de	   control	   y	  prevención	  contra	  el	  T.	  gondii.	  A	  las	  plantas	  de	  beneficio	  de	  animales	  de	  consumo	  humano,	  se	  les	  recomienda	  seguir	  trabajando	  en	  la	   evaluación	   y	   el	   reforzamiento	   de	   sus	   programas	   de	   trazabilidad,	   de	   manera	   que	   permitan	   la	  identificación	  de	  los	  productos	  de	  la	  granja	  a	  la	  mesa;	  	  así	  mismo,	  realizar	  procesos	  de	  congelación	  de	  todas	  las	  carnes	  procesadas	  en	  sus	  establecimientos,	  pues	  si	  bien	  los	  hábitos	  de	  consumo	  de	  la	  población	  y	  por	  ende	  de	  los	  comerciantes,	  se	   inclinan	  por	  el	  consumo	  de	  carne	  fresca	  que	  solo	  ha	  pasado	  por	  un	  proceso	  de	  oreo	  a	  temperatura	  ambiente	  o	  refrigeración	  a	  4	  –	  5°C,	  los	  estudios	  han	  demostrado	  que	  T.	  gondii	  sufre	  de	  procesos	  de	  inactivación	  a	  -­‐18ºC.	  Lo	  anterior	  puede	  ser	  apoyado	  con	  campañas	  de	  inocuidad	  y	  seguridad	  alimentaria	  al	  interior	  de	  los	  establecimientos,	  así	  como	  en	  los	  centros	  de	  comercialización	  de	  la	  carne,	  y	  mediante	  acciones	  conjuntas	  de	  cooperación	  con	  las	  	  autoridades	  sanitarias,	  las	  agencias	  y	  organizaciones	  internacionales	  y	  la	  academia.	  Es	  necesario	  construir	  y	  realizar	  campañas	  de	  prevención	  y	  promoción	  en	  Salud	  Pública	  a	  través	  de	  	  estrategias	   de	   información,	   educación	   y	   comunicación	   (IEC)	   en	   torno	   a	   las	   medidas	   de	  minimización	   de	   la	   infección	   de	   T.	   gondii	   con	   todos	   los	   actores	   involucrados;	   esto	   de	   forma	  articulada,	   interinsitucional,	   intrasectorial,	   intersectorial,	   transectorial	   y,	   que	   adicionalmente,	  refuerce	  las	  prácticas	  de	  alimentación	  en	  el	  consumidor.	  	  	  Finalmente,	   es	   preciso	   adelantar	   estudios	   sobre	   la	   Toxoplasmosis	   humana	   y	   animal	   desde	   un	  enfoque	  de	  determinantes	   sociales	  que	  permita	  aproximarse	  a	   la	   identificación	  de	  determinantes	  como	  	  el	  suministro	  de	  servicios	  públicos	  para	  garantizar	  la	  	  calidad	  e	  inocuidad	  	  de	  los	  alimentos	  o	  las	   prácticas	   culturales	   de	   consumo,	   y	   a	   partir	   de	   sus	   resultados,	   mejorar	   las	   intervenciones	   en	  Salud	  Pública.	  	  	  	  Con	   la	   premisa	   que	   la	   toxoplasmosis	   congénita	   puede	   producir	   efectos	   adversos	   en	   el	   desarrollo	  neurológico	  y	  en	   la	  salud	  visual	  del	  niño,	  se	  recomienda	  la	  adopción	  de	  la	  Guía	  de	  práctica	  clínica	  para	   toxoplasmosis	  durante	  el	  embarazo	  y	   toxoplasmosis	  congénita	   (Gómez	  et	  al,	  2007)	  en	   todas	  las	   instituciones	   prestadoras	   de	   servicios	   de	   salud	   de	   Colombia;	   esto	   facilitaría	   la	   toma	   de	  decisiones	  importantes	  para	  la	  detección,	  manejo	  y	  control	  de	  esta	  enfermedad	  en	  el	  embarazo.	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Anexo	  1.	  Base	  de	  datos	  toma	  de	  muestras,	  animales	  muestreados	  y	  
resultados	  de	  PCR	  y	  secuenciación.	  
No	  de	  
identificación	  
asignado	  
Fecha	  de	  
Toma	  de	  
Muestra	  
Especie	   Departamento	   No.	  Guía	  ICA	  o	  lote	  
de	  producción	  en	  
aves	  
Planta	  de	  
Beneficio	  
Animal	  
Resultado:	  
Positivo	  /	  
Negativo9	  1	   31/10/2011	   bovina	  	   Meta	   011-­‐0152278	   Clase	  I	   Positivo	  2	   31/10/2011	   bovina	  	   Casanare	   011-­‐0024691	   Clase	  I	   Positivo	  3	   31/10/2011	   bovina	  	   Casanare	   009-­‐0383632	   Clase	  I	   Positivo	  4	   31/10/2011	   bovina	  	   Casanare	   011-­‐0208597	   Clase	  I	   Negativo	  5	   31/10/2011	   bovina	  	   Arauca	   010-­‐0760468	   Clase	  I	   Negativo	  6	   31/10/2011	   bovina	  	   Casanare	   011-­‐0208681	   Clase	  I	   Positivo	  7	   31/10/2011	   bovina	  	   Casanare	   010-­‐0887141	   Clase	  I	   Negativo	  8	   31/10/2011	   bovina	  	   Boyacá	   010-­‐0836955	   Clase	  I	   Negativo	  9	   31/10/2011	   bovina	  	   Caldas	   011-­‐0220854	   Clase	  I	   Negativo	  10	   31/10/2011	   bovina	  	   Caquetá	   011-­‐0005548	   Clase	  I	   Negativo	  11	   31/10/2011	   bovina	  	   Casanare	   009-­‐0387969	   Clase	  I	   Negativo	  12	   31/10/2011	   bovina	  	   Casanare	   011-­‐0024677	   Clase	  I	   Negativo	  13	   31/10/2011	   bovina	  	   Cundinamarca	   011-­‐0152002	   Clase	  I	   Negativo	  14	   31/10/2011	   bovina	  	   Meta	   011-­‐0151992	   Clase	  I	   Negativo	  15	   31/10/2011	   bovina	  	   Cundinamarca	   011-­‐0152006	   Clase	  I	   Negativo	  16	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   90908028	   Clase	  I	   Negativo	  17	   01/11/2011	   porcina	   Risaralda	   010-­‐1099981	   Clase	  I	   Negativo	  18	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0894151	   Clase	  I	   Negativo	  19	   01/11/2011	   porcina	   Boyacá	   010-­‐0855121	   Clase	  I	   Negativo	  20	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0908031	   Clase	  I	   Negativo	  21	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0908001	   Clase	  I	   Negativo	  22	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐899508	   Clase	  I	   Negativo	  23	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0902706	   Clase	  I	   Negativo	  24	   01/11/2011	   porcina	   Boyacá	   010-­‐0850509	   Clase	  I	   Negativo	  25	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0899379	   Clase	  I	   Negativo	  26	   01/11/2011	   porcina	   Meta	   11014439	   Clase	  I	   Negativo	  27	   01/11/2011	   porcina	   Caldas	   010-­‐1099925	   Clase	  I	   Negativo	  28	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0281659	   Clase	  I	   Negativo	  29	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0891043	   Clase	  I	   Negativo	  30	   01/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   009-­‐0888889	   Clase	  I	   Negativo	  31	   11/11/2011	   bovina	  	   Meta	   142250	   Clase	  II	   Negativo	  32	   11/11/2011	   bovina	  	   Casanare	   209169	   Clase	  II	   Negativo	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  
9	  Identificación	  de	  productos	  de	  PCR	  	  secuenciados.	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No	  de	  
identificación	  
asignado	  
Fecha	  de	  
Toma	  de	  
Muestra	  
Especie	   Departamento	   No.	  Guía	  ICA	  o	  lote	  
de	  producción	  en	  
aves	  
Planta	  de	  
Beneficio	  
Animal	  
Resultado:	  
Positivo	  /	  
Negativo9	  33	   11/11/2011	   bovina	  	   Casanare	   138923	   Clase	  II	   Negativo	  34	   11/11/2011	   bovina	  	   Meta	   152688	   Clase	  II	   Negativo	  35	   11/11/2011	   bovina	  	   Boyacá	   145267	   Clase	  II	   Negativo	  36	   11/11/2011	   bovina	  	   Meta	   150793	   Clase	  II	   Negativo	  37	   11/11/2011	   bovina	  	   Cundinamarca	   889311	   Clase	  II	   Negativo	  38	   11/11/2011	   bovina	  	   Cundinamarca	   889324	   Clase	  II	   Negativo	  39	   11/11/2011	   bovina	  	   Arauca	   776871	   Clase	  II	   Positivo	  40	   11/11/2011	   bovina	  	   Meta	   655514	   Clase	  II	   Positivo	  41	   11/11/2011	   bovina	  	   Arauca	   0194038	  -­‐	  0194039	   Clase	  II	   Negativo	  42	   11/11/2011	   bovina	  	   Meta	   147503	   Clase	  II	   Negativo	  43	   11/11/2011	   bovina	  	   Arauca	   776905	   Clase	  II	   Positivo	  44	   11/11/2011	   bovina	  	   Arauca	   776995	   Clase	  II	   Negativo	  45	   11/11/2011	   bovina	  	   Arauca	   776994	   Clase	  II	   Negativo	  46	   15/11/2011	   porcina	   Valle	   1103142	   Clase	  II	   Negativo	  47	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   904071	   Clase	  II	   Negativo	  48	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   918223	   Clase	  II	   Negativo	  49	   15/11/2011	   porcina	   Meta	   144455	  -­‐	  144462	  -­‐	  144463	   Clase	  II	   Negativo	  50	   15/11/2011	   porcina	   Antioquia	   47456	   Clase	  II	   Negativo	  51	   15/11/2011	   porcina	   Casanare	   21419	   Clase	  II	   Negativo	  52	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   838652	   Clase	  II	   Positivo	  53	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   829092	   Clase	  II	   Positivo	  Toxo44Pork*	  54	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   908097	   Clase	  II	   Positivo	  Toxo45Pork*	  55	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   913242	   Clase	  II	   Positivo	  Toxo46Pork*	  56	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   904068	   Clase	  II	   Positivo	  57	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   913244	   Clase	  II	   Positivo	  58	   15/11/2011	   porcina	   Boyacá	   855179	  -­‐	  855180	   Clase	  II	   Positivo	  59	   15/11/2011	   porcina	   Cundinamarca	   789861	   Clase	  II	   Positivo	  Toxo47Pork*	  60	   15/11/2011	   porcina	   Santander	   1129711	   Clase	  II	   Positivo	  Toxo48Pork*	  61	   16/02/2012	   bovina	  	   Casanare	   214759	  -­‐	  0214760	   Clase	  I	   Positivo	  62	   16/02/2012	   bovina	  	   Meta	   0168557	  -­‐	  0168554	  -­‐	  0168555	  -­‐	  0168558	   Clase	  I	   Positivo	  63	   16/02/2012	   bovina	  	   Casanare	   0234706	  -­‐	  0017463	   Clase	  I	   Positivo	  64	   16/02/2012	   bovina	  	   Guaviare	  	   0017465	  -­‐	  0177750	  -­‐	  0217081	   Clase	  I	   Positivo	  65	   16/02/2012	   bovina	  	   Tolima	   997397	   Clase	  I	   Positivo	  66	   16/02/2012	   bovina	  	   Boyacá	   859912	   Clase	  I	   Positivo	  67	   16/02/2012	   bovina	  	   Casanare	   887825	   Clase	  I	   Positivo	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No	  de	  
identificación	  
asignado	  
Fecha	  de	  
Toma	  de	  
Muestra	  
Especie	   Departamento	   No.	  Guía	  ICA	  o	  lote	  
de	  producción	  en	  
aves	  
Planta	  de	  
Beneficio	  
Animal	  
Resultado:	  
Positivo	  /	  
Negativo9	  68	   16/02/2012	   bovina	  	   Tolima	   0993047	  -­‐	  1355637	   Clase	  I	   Positivo	  69	   16/02/2012	   bovina	  	   Casanare	   0887814	  -­‐	  0887818	   Clase	  I	   Positivo	  70	   16/02/2012	   bovina	  	   Meta	   O214756	   Clase	  I	   Positivo	  71	   16/02/2012	   bovina	  	   Cundinamarca-­‐	  Casanare	   0177751	  -­‐	  0017465	  -­‐	  0234706	   Clase	  I	   Positivo	  72	   16/02/2012	   bovina	  	   Boyacá-­‐Casanare-­‐Arauca	   0261785	  -­‐	  0017427	  -­‐	  0235334	  -­‐	  0202272	   Clase	  I	   Positivo	  73	   16/02/2012	   bovina	  	   Casanare	   OO17438	   Clase	  I	   Positivo	  74	   16/02/2012	   bovina	  	   Casanare	   OO219590	   Clase	  I	   Positivo	  75	   16/02/2012	   bovina	  	   Casanare	   O219343	   Clase	  I	   Positivo	  76	   16/02/2012	   porcina	   Quindío	   110099037	   Clase	  I	   Positivo	  77	   16/02/2012	   porcina	   Meta	   110171490	   Clase	  I	   Positivo	  78	   16/02/2012	   porcina	   Meta	   110171490	   Clase	  I	   Positivo	  79	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90927131	   Clase	  I	   Positivo	  80	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90927154	   Clase	  I	   Positivo	  81	   16/02/2012	   porcina	   Tolima	   90986980	   Clase	  I	   Positivo	  82	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90908725	   Clase	  I	   Positivo	  83	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90905792	   Clase	  I	   Positivo	  84	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90908708	   Clase	  I	   Positivo	  85	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90927102	   Clase	  I	   Positivo	  86	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90905789	   Clase	  I	   Positivo	  87	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90921312	   Clase	  I	   Positivo	  88	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90940549	   Clase	  I	   Positivo	  89	   16/02/2012	   porcina	   Cundinamarca	   90940400	   Clase	  I	   Positivo	  90	   16/02/2012	   porcina	   Boyacá	   110219415	   Clase	  I	   Positivo	  91	   06/05/2012	   bovina	  	   Arauca	   0191138	  -­‐	  0191137	   Clase	  II	   Negativo	  92	   06/05/2012	   bovina	  	   Arauca	   0204816	  -­‐	  0204817	   Clase	  II	   Negativo	  93	   06/05/2012	   bovina	  	   Meta	   765027	   Clase	  II	   Negativo	  94	   06/05/2012	   bovina	  	   Cundinamarca	   764029	   Clase	  II	   Negativo	  95	   06/05/2012	   bovina	  	   Caquetá	   456151	   Clase	  II	   Negativo	  96	   06/05/2012	   bovina	  	   Meta	   184113	   Clase	  II	   Negativo	  97	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   836076	   Clase	  II	   Negativo	  98	   06/05/2012	   porcina	   Santander	   625825	   Clase	  II	   Negativo	  99	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   1256647	   Clase	  II	   Negativo	  100	   06/05/2012	   porcina	   Risaralda	   121353	   Clase	  II	   Negativo	  101	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   1256604	   Clase	  II	   Negativo	  102	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   939332	   Clase	  II	   Negativo	  103	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   909249	   Clase	  II	   Negativo	  104	   06/05/2012	   porcina	   Risaralda	   121399	   Clase	  II	   Negativo	  105	   06/05/2012	   porcina	   Meta	   755425	   Clase	  II	   Negativo	  106	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   1256621	   Clase	  II	   Negativo	  107	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   1256601	   Clase	  II	   Negativo	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  108	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   1250782	   Clase	  II	   Negativo	  109	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   955033	   Clase	  II	   Negativo	  110	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   909277	   Clase	  II	   Negativo	  111	   06/05/2012	   porcina	   Cundinamarca	   953860	   Clase	  II	   Negativo	  112	   15/05/2012	   bovina	  	   Casanare	   758134	   Clase	  II	   Negativo	  113	   15/05/2012	   bovina	  	   Meta	   761870	   Clase	  II	   Negativo	  114	   15/05/2012	   bovina	  	   Casanare	   758133	   Clase	  II	   Negativo	  115	   15/05/2012	   bovina	  	   Cundinamarca	   764089	  -­‐	  764030	   Clase	  II	   Negativo	  116	   15/05/2012	   bovina	  	   Meta	   760508	   Clase	  II	   Negativo	  117	   15/05/2012	   bovina	  	   Meta	   762062	   Clase	  II	   Negativo	  118	   15/05/2012	   bovina	  	   Meta	   757734	   Clase	  II	   Negativo	  119	   15/05/2012	   bovina	  	   Guaviare	  	   451708	   Clase	  II	   Negativo	  120	   15/05/2012	   bovina	  	   Cundinamarca	   765309	   Clase	  II	   Negativo	  121	   06/07/2012	   gallus	   Meta	   18865	   Clase	  I	   Negativo	  122	   06/07/2012	   gallus	   Meta	   18865	   Clase	  I	   Negativo	  123	   06/07/2012	   gallus	   Meta	   18865	   Clase	  I	   Negativo	  124	   06/07/2012	   gallus	   Meta	   18865	   Clase	  I	   Negativo	  125	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18866	   Clase	  I	   Negativo	  126	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18866	   Clase	  I	   Negativo	  127	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18866	   Clase	  I	   Negativo	  128	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18866	   Clase	  I	   Negativo	  129	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18868	   Clase	  I	   Negativo	  130	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18868	   Clase	  I	   Negativo	  131	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18868	   Clase	  I	   Negativo	  132	   06/07/2012	   gallus	   Boyacá	   18868	   Clase	  I	   Negativo	  133	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19362	   Clase	  I	   Negativo	  134	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19362	   Clase	  I	   Negativo	  135	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19362	   Clase	  I	   Negativo	  136	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19362	   Clase	  I	   Negativo	  137	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19365	   Clase	  I	   Negativo	  138	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19365	   Clase	  I	   Negativo	  139	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19365	   Clase	  I	   Negativo	  140	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19365	   Clase	  I	   Negativo	  141	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19366	   Clase	  I	   Negativo	  142	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19366	   Clase	  I	   Negativo	  143	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19366	   Clase	  I	   Negativo	  144	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19366	   Clase	  I	   Positivo	  145	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19368	   Clase	  I	   Negativo	  146	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19368	   Clase	  I	   Negativo	  147	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19368	   Clase	  I	   Positivo	  148	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19368	   Clase	  I	   Positivo	  149	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19369	   Clase	  I	   Positivo	  150	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19369	   Clase	  I	   Positivo	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Negativo9	  151	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19369	   Clase	  I	   Positivo	  152	   11/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   19369	   Clase	  I	   Positivo	  153	   11/07/2012	   gallus	   Meta	   19370	   Clase	  I	   Positivo	  154	   11/07/2012	   gallus	   Meta	   19370	   Clase	  I	   Positivo	  155	   11/07/2012	   gallus	   Meta	   19370	   Clase	  I	   Positivo	  156	   11/07/2012	   gallus	   Meta	   19370	   Clase	  I	   Positivo	  157	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19371	   Clase	  I	   Positivo	  158	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19371	   Clase	  I	   Positivo	  159	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19371	   Clase	  I	   Positivo	  160	   11/07/2012	   gallus	   Boyacá	   19371	   Clase	  I	   Positivo	  161	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21138	   Clase	  I	   Positivo	  162	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21138	   Clase	  I	   Negativo	  163	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21138	   Clase	  I	   Positivo	  164	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21138	   Clase	  I	   Positivo	  165	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21139	   Clase	  I	   Positivo	  166	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21139	   Clase	  I	   Negativo	  167	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21139	   Clase	  I	   Positivo	  Toxo54Chk*	  168	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21139	   Clase	  I	   Positivo	  Toxo55Chk*	  169	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21140	   Clase	  I	   Positivo	  Toxo49Chk*	  170	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21140	   Clase	  I	   Positivo	  171	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21140	   Clase	  I	   Positivo	  172	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21140	   Clase	  I	   Positivo	  173	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21141	   Clase	  I	   Positivo	  Toxo56Chk*	  174	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21141	   Clase	  I	   Positivo	  175	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21141	   Clase	  I	   Positivo	  Toxo58Chk*	  176	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21141	   Clase	  I	   Positivo	  177	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21143	   Clase	  I	   Positivo	  Toxo52Chk*	  178	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21143	   Clase	  I	   Positivo	  179	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21143	   Clase	  I	   Positivo	  180	   29/07/2012	   gallus	   Cundinamarca	   21143	   Clase	  I	   Positivo	  	  
